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1.  E i n l e i t u n g 
 
1.1 Hepatitis B 
Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan des Menschen. Zu den häufigsten 
Erkrankungen dieses Organs zählen virale Entzündungen (Hepatitiden), ausgelöst durch 
primär hepatotrope Viren, den sogenannten Hepatitisviren. Derzeit unterscheidet man 
fünf verschiedene Hepatitisviren (A bis E), die allesamt unterschiedlichen Virusfamilien 
angehören. Die durch sie ausgelösten Erkrankungen ähneln sich zwar in der klinischen 
Symptomatik, unterscheiden sich jedoch wesentlich in der Pathogenese und dem 
Krankheitsverlauf; Hepatitis B- und C-Virus-Infektionen können chronifizieren. 
Eine der weltweit bedeutendsten Virushepatitiden ist die Hepatitis B; nach aktuellen 
Schätzungen gelten weltweit 300 bis 420 Millionen Menschen als chronisch HBV-
infiziert, entsprechend 5 bis 7% der Weltbevölkerung. Noch wesentlich mehr, etwa 2 
Milliarden, weisen Zeichen einer abgelaufenen Hepatitis B auf. In Deutschland sind ca. 
0,5% der Bevölkerung chronisch infiziert, bei etwa 5-7% läßt sich eine stattgehabte 
Infektion nachweisen (Epidemiologisches Bulletin des Robert-Koch-Instituts, 37/2004). 
HBV wird vornehmlich durch Blut oder Blutprodukte übertragen, die häufigsten 
Infektionswege in der westlichen Welt sind Sexualkontakte, gefolgt von invasiven 
medizinischen Eingriffen und intravenösem Drogengebrauch. In Südostasien und Afrika 
hingegen kommt der perinatalen Übertragung sowie der Akquisition im frühen 
Kindesalter die größte Bedeutung zu. 
Nach einer Inkubationszeit von 45-180 Tagen kann sich die akute Infektion klinisch mit 
Müdigkeit, Druckgefühl im rechten Oberbauch, Muskel- und Gelenkschmerzen, 
Hepatomegalie und leichtem Fieber manifestieren. Bei nur etwa 30% der Erwachsenen 
nimmt die akute Infektion einen ikterischen Verlauf an, bei Kindern noch seltener. Auch 
subklinische Infektionen kommen vor. HBV selbst ist dabei nicht zytopathogen, die 
eigentliche Erkrankung beruht auf einer Immunpathogenese. Laborchemisch imponiert 
bei der akuten Erkrankung die starke Erhöhung der Leber-Transaminasen GPT 
(Glutamat-Pyruvat-Transaminase) und GOT (Glutamat-Oxalat-Transaminase), 
weiterhin kommt es zur Erhöhung von γ-GT (γ-Glutamyl-Transferase), alkalischer 
Phosphatase und Bilirubin. Bei fulminanten Verläufen treten Zeichen des akuten 
Leberversagens mit hepatischer Encephalopathie und Gerinnungsstörungen auf; zu 70% 
enden diese Verläufe letal. 
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Chronische HBV-Infektionen mit einem Verlauf von mehr als 6 Monaten weisen häufig 
eine diskretere Klinik auf; im Laufe mehrerer Jahre können sie jedoch zur Leberzirrhose 
und, häufig darauf basierend, zum hepatozellulären Karzinom (HCC) führen.  
Die Diagnosestellung erfolgt in der Regel serologisch über den Nachweis verschiedener 
Virusantigene und gegen sie gerichteter Antikörper, bzw. über den Nachweis von HBV-
DNA. Leberbioptische Untersuchungen können prinzipiell auch zum Infektions-
nachweis herangezogen werden, jedoch sollten sie wegen ihrer Invasivität 
ausschließlich bei besonderen Fragestellungen zur Anwendung kommen.   
Die Therapie der akuten Hepatitis B ist in der Regel eine rein symptomatische, während 
bei chronischen Infektionen eine antivirale Therapie mit Interferon-α, Lamivudin oder 
Adefovir durchgeführt werden kann.   
Zur Immunprophylaxe einer HBV-Infektion stehen Impfstoffe zur aktiven und passiven 
Immunisierung zur Verfügung, die bei korrekter Anwendung sehr effektiv und sicher 
sind. Auch Kondome können nicht nur vor Schwangerschaft und AIDS schützen, 
sondern auch vor einer sexuell akquirierten HBV-Infektion.   
 
1.2 Das Hepatitis B-Virus (HBV) 
a) Aufbau. Das Hepatitis B-Virus des Menschen (HBV) wurde im Wesentlichen in den 
1960er Jahren durch die Untersuchungen von BLUMBERG et al. (1965, 1967), 
PRINCE (1968) und DANE et al. (1970) entdeckt. Es ist ein ca. 52 nm großes, 
umhülltes Virus mit partiell doppelsträngigem DNA-Genom; es gehört der Familie 
Hepadnaviridae, Genus Orthohepadnaviridae, an. Derzeit sind 8 unterschiedliche 
Genotypen (A bis H) bekannt. Andere Hepadnaviren kommen unter anderem bei 
Waldmurmeltieren (woodchuck hepatitis virus, WHV) und Pekingenten (duck hepatitis 
B virus, DHBV) vor. Diese Tiere und Viren dienen auch als Modellsysteme für die 
HBV-Infektion, da sich mit HBV neben Menschen nur Schimpansen und Makaken 
infizieren lassen. Auch in vitro zeigten sich bislang nur primäre humane Hepatozyten 
suszeptibel für eine HBV-Infektion, während praktisch alle „klassischen“ Zellinien 
hierfür refraktär sind, mit Ausnahme der erst kürzlich beschriebenen Zellinie HepaRG. 
Damit fehlten lange Zeit ein einfaches in vitro- und ein Kleintiermodell zum Studium 
der HBV-Infektion, bis in den Arbeiten von SU (1987), YAN et al. (1996) und 
WALTER et al. (1996) die Infizierbarkeit von Tupaias mit HBV in vitro und in vivo 
beschrieben wurde. Generell zeichnen sich alle Hepadnaviren durch eine sehr hohe 
Speziesspezifität aus, Kreuzinfektionen sind nur innerhalb sehr enger Grenzen möglich. 
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Das Virus besteht aus einem ikosaedrischen Kapsid, „Core“ genannt, das aus Hepatitis 
B-Core-Antigen (HBcAg) besteht. Im Core befindet sich das partiell doppelsträngige 
DNA-Genom mit ca. 3200 Basenpaaren, sowie eine viruscodierte reverse Transkriptase. 
Umhüllt wird das Core von einer Plasmamembran, die dem endoplasmatischen 
Retikulum der Wirtszelle entstammt. In diese Membran sind Hepatitis B 
Oberflächenproteine eingelagert, die zusammen das Hepatitis B surface Antigen 
(HBsAg) ausmachen. Das häufigste und kleinste dieser Proteine ist das SHBs. Durch 
die aminoterminale Anlagerung einer weiteren Proteindomäne, der PräS2-Domäne, 
entsteht das MHBs-Protein, welches wiederum durch die aminoterminale Anlagerung 
der sogenannten PräS1-Domäne zum LHBs-Protein erweitert werden kann. Die S- und 
PräS2-Domäne sind teilweise N- und O-glykosyliert. Durch Unterschiede in der 
Primärstruktur des SHBs lassen sich verschiedene HBsAg-Subtypen differenzieren, die 
jedoch nicht eindeutig nur einem Genotyp zugeordnet werden können (vgl. 
BARTHOLOMEUSZ u. SCHAEFER 2004), weswegen diese Klassifikation 
weitgehend verlassen wurde. Infizierte Hepatozyten synthetisieren wesentlich mehr 
Virushüllen als Corepartikel. Das überschüssige Hüllmaterial wird in Form von 
sphärischen oder länglichen subviralen Partikeln (SVP) in das Blut abgegeben. 
Weiterhin codiert das Virusgenom für zwei Nicht-Strukturproteine, das HBe-Antigen 
(HBeAg), welches von infizierten Zellen sezerniert wird, und das HBx-Protein. Die 
Funktionen beider Proteine sind zu großen Teilen noch unklar. Eine Übersicht über den 
Virusaufbau gibt Abb. 1-1.1. 
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Abb. 1-1.1: Strukturmodell des HBV-Partikels und der beiden Formen subviraler  
 Partikel, HBs-Sphären und -Filamente. Dargestellt sind die drei Hüllproteine SHBs,  
 MHBs und LHBs mit den PräS1- und PräS2-Domänen, und das Core-Protein HBc.  
 Innerhalb des Cores befindet das partiell doppelsträngige DNA-Genom sowie die  
 reverse Transkriptase inklusive Primerdomäne. 
 Diese Abbildung wurde freundlicherweise von Herrn Prof. W.H. GERLICH,   
 Institut für Medizinische Virologie an der JLU Gießen, zur Verfügung gestellt. 
b) Viraler Lebenszyklus. HBV infiziert nahezu ausschließlich Hepatozyten, indem es 
über seine Hüllproteine an einen oder mehrere noch unbekannte zelluläre Rezeptoren 
bindet, und über noch ungeklärte Mechanismen in die Zelle aufgenommen wird. Bei 
dem Avihepadnavirus DHBV wurde Carboxypeptidase D (gp180) als ein notwendiger, 
aber alleine nicht ausreichender Rezeptor identifiziert. Dieses Ergebnis ließ sich jedoch 
nicht auf HBV übertragen. Nach der Aufnahme in die Zielzelle wird das Core in das 
Zytoplasma hinein freigesetzt und zur Membran des Zellkerns transportiert, wo es 
geöffnet wird und das Virusgenom in das Karyoplasma entläßt. Dort wird die virale 
DNA in die Form der sogenannten cccDNA (covalently closed circular DNA) gebracht, 
die als Vorlage für die Synthese verschiedener mRNAs dient. Im Zytoplasma findet die 
Translation der mRNA-Stränge für das HBcAg und die reverse Transkriptase statt, am 
endoplasmatischen Retikulum werden die drei Hüllproteine des HBsAgs synthetisiert. 
Unter anderem wird auch eine prägenomische RNA hergestellt, die mitsamt der 
reversen Transkriptase in das Core eingeschlossen wird (Assemblierung des Core-
Partikels), um dort zur Virus-DNA umgeschrieben zu werden. Das assemblierte Core-
Partikel wird nun einerseits zum endoplasmatischen Retikulum transportiert, wo es 
seine Hülle erhält, und nach Durchlaufen des Golgi-Apparates als komplettes 
Viruspartikel in den Blutkreislauf sezerniert wird. Andererseits werden einige Core-
Partikel auch zum Zellkern geleitet, wo sie wiederum die Virus-DNA freisetzen. Auf 
diese Weise sammeln sich im Laufe der Infektion immer mehr virale Genome im 
Zellkern an. Eine Übersicht über diese Vorgänge gibt Abb. 1-1.2. 
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Abb. 1-1.2: Intrazellulärer Lebenszyklus des HBV. Dargestellt sind die Struktur- 
 proteine von Virushülle und Kapsid (HBs- u. HBcAg), die viruscodierte reverse  
 Transkriptase (rT), sowie die verschiedenen viralen Nukleinsäuren (rcDNA,  
 cccDNA, mRNAs). Die Synthese der Nichtstrukturproteine HBeAg und HBx ist zur  
 Vereinfachung nicht dargestellt. Die ersten Phasen des Lebenszyklus (Endozytose,  
 Fusion, Freisetzung von Core und Genom) sind noch weitgehend hypothetisch.  
 ER = endoplasmatisches Retikulum.  
 Abbildung nach GERLICH u. SCHAEFER (2002), modifiziert.  
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1.3 Tupaias 
Tupaias, Spitzhörnchen, leben natürlicherweise in den tropischen Berg- und 
Regenwäldern Süd- und Südostasiens. Ihren Namen haben sie durch ihr hörnchenartiges 
Aussehen erhalten, ansonsten bilden sie aber eine eigene biologische Ordnung, 
Scandentia, Familie Tupaiidae. Zunächst wurden Tupaias den Primaten zugeordnet, 
diese Einteilung konnte jedoch wissenschaftlich nicht aufrecht erhalten werden; 
mittlerweile ist klar, daß sie phylogenetisch eher den Hasen (Lagomorpha) nahestehen 
als den Primaten (SCHMITZ et al. 2000), und Tupaias und Primaten eher einen 
gemeinsamen Vorfahren haben. Man unterscheidet mehrere Spitzhörnchen-Arten, 
darunter das ostasiatische Spitzhörnchen Tupaia belangeri, das etwa 20 cm lang (mit 
Schwanz ca. 40 cm), und etwa 200 g schwer wird (Abb. 1-1.3). Tupaias können in 
Gefangenschaft gehalten und gezüchtet werden; sie werden vor allem als Versuchstiere 
in den Bereichen Neurobiologie und Verhaltensbiologie eingesetzt. Die Entdeckung, 
daß Tupaia belangeri suszeptibel für die Infektion mit HBV ist, wurde wohl erstmals 
von SU (1987) beschrieben. Mittlerweile gibt es auch Berichte über die Suszeptibilität 
von Tupaiahepatozyten für das Hepatitis B-Virus des Wollaffen (WMHBV) (KÖCK et 
al. 2001). Diese Tatsache ist primär etwas verwunderlich, da die Hepadnavirus-
Infektionen eigentlich hoch speziesspezifisch sind, nun aber auch in einem Tier 
propagiert werden können, das einer ganz anderen biologischen Ordnung angehört. Ein 
natürlicherweise bei Tupaias vorkommendes Hepadnavirus wurde im Übrigen noch nie 
beschrieben, und auch im Rahmen dieser Arbeit fand sich kein Anhalt dafür.         
 Abb. 1-1.3: Zwei Tupaia belangeri beim „Begrüßungslecken“. 
 Diese Abbildung wurde freundlicherweise von Herrn Prof. D. VON HOLST,  
 Bayreuth, zur Verfügung gestellt.  
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit  
Der Einsatz von primären Tupaiahepatozyten als Modellsystem für die HBV-Infektion 
des Menschen hat nach wie vor noch einen sehr experimentellen Charakter, und ist noch 
nicht befriedigend etabliert. Diese Arbeit soll in mehreren Bereichen Beiträge zur 
genaueren Charakterisierung dieses Infektionssystems leisten.  
Erstens ist die Verfügbarkeit von Tupaiahepatozyten noch unzureichend. Dies liegt 
einerseits an der geringen Verbreitung von Tupaiakolonien außerhalb Asiens, 
andererseits aber auch an den noch verbesserungsfähigen Methoden zur 
Hepatozytengewinnung. Da der erstgenannte Faktor nur schwer zu beeinflussen ist, soll 
im Rahmen dieser Arbeit die Verfügbarkeit von Hepatozyten dadurch verbessert 
werden, daß die bestehenden biologischen Ressourcen optimal genutzt werden.  
Zweitens ist nur sehr wenig darüber bekannt, welche zellbiologischen Eigenschaften 
Tupaiahepatozyten unter in vitro-Bedingungen aufweisen, das heißt über welchen 
Proteinbesatz sie verfügen, in welchem Differenzierungszustand sie sich befinden, und 
welche biologischen bzw. biochemischen Funktionen sie auszuüben in der Lage sind. 
Hierüber sollen in dieser Arbeit nähere Informationen gesammelt werden.  
Drittens wurde die HBV-Infektion primärer Tupaiahepatozyten bislang weder 
immunzytochemisch noch immunfluoreszenzmikroskopisch dargestellt; dies soll eines 
der Hauptanliegen dieser Arbeit sein. Durch die Gegenüberstellung der intrazellulären 
Verteilungsmuster verschiedener Virusproteine in dem Infektionssystem einerseits, und 
in der HBV-infizierten menschlichen Leber andererseits, können Rückschlüsse auf die 
Vergleichbarkeit beider Infektionen gezogen werden, und damit auf die Übertragbarkeit 
des in vitro-Infektionsmodells auf die in vivo-Verhältnisse beim Menschen.   
Das zentrale Thema dieser Arbeit soll jedoch eine weitere Erforschung der frühen 
Phasen der HBV-Infektion sein. Gerade die Bindung von HBV an Hepatozyten und die 
konsekutive Aufnahme des Virus in die Zelle konnten bislang nur unzureichend 
untersucht werden, aus Mangel an einem praktikablen Infektionssystem. Diesem 
Umstand ist es vor allem zuzuschreiben, daß sowohl der oder die zellulären HBV-
Rezeptoren noch nicht identifiziert werden konnten, als auch nur wenige Kenntnisse 
über den Aufnahmemechanismus des Virus vorhanden sind. Da mit den primären 
Tupaiahepatozyten nun ein HBV-Infektionsmodell existiert, soll hier an diesem System 
die Interaktion der HBV-Oberflächenproteine mit den Hepatozyten zu Beginn des 
Infektionsvorganges genauer untersucht werden.     
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2.  M a t e r i a l    u n d    M e t h o d e n 
 
Hinweis: Geschütze Warennamen (Warenzeichen) werden hier nicht besonders kenntlich gemacht. Aus 
dem Fehlen eines solchen Hinweises kann deshalb nicht geschlossen werden, daß es sich um einen freien 
Warennamen handelt. 
 
2.1 Tiere. Tupaias (Tupaia belangeri) entstammten der Tupaiakolonie, die vom Institut 
für Anatomie und Zellbiologie an der JLU Gießen von Herrn Dr. VALERIUS 
unterhalten wird, oder wurden freundlicherweise von Herrn Prof. VON HOLST, 
Bayreuth, zur Verfügung gestellt. Wistar-Ratten wurden im Tierstall des 
Mehrzweckinstituts der JLU Gießen gehalten. 
 
2.2 Zellkultur 
2.2.1 Primäre Zellen. Als primäre Zellen wurden vor allem primäre Tupaiahepatozyten 
(PTH), aber auch primäre Rattenhepatozyten (PRH) verwendet. Die Zellen beider 
Spezies wurden prinzipiell gleich behandelt, bis auf leichte Unterschiede in der 
Zusammensetzung der Zellkulturmedien. Die folgenden Ausführungen gelten also für 
PTH und PRH gleichermaßen. 
 
a) Isolation. Die Isolation primärer Hepatozyten fand nach einer modifizierten Zwei-
Schritt Collagenase-Perfusionstechnik statt, die ursprünglich von SEGLEN (1976) 
beschrieben wurde. Jedes Tier wurde unter tierärztlicher Überwachung durch Begasung 
mit CO2 und anschließender Distraktion / Hyperextension der kranialen Hals-
wirbelsäule getötet. Nach gründlicher Desinfektion von Fell und Haut durch Abreiben 
mit 70%iger Ethanollösung wurden Abdominal- und Thoraxhöhle des Tieres von 
ventral her mit Scheren und Pinzetten in der Mittellinie vollständig eröffnet; dabei 
wurde zunächst die Haut durchtrennt, anschließend die tieferen Gewebeschichten. In der 
eröffneten Bauchhöhle wurde im Ligamentum hepatoduodenale die Pfortader (V. 
portae) aufgesucht. Das Gefäß wurde mit einer Braunüle (22G 1´´; B. Braun 
Melsungen, Melsungen) punktiert, die Kunststoffkanüle mittels eines Vicryl-Fadens 
(Ethicon, Norderstedt) in ihrer Lage fixiert, und die Leber hierüber sofort mit 10 ml 
eiskaltem PBS (phosphate buffered saline; Invitrogen, Karlsruhe) gespült, um für den 
Zeitraum der Präparation den Stoffwechsel der Leberzellen zu reduzieren. Dann wurde 
die Leber von sämtlichen Ligamenten und Verwachsungsflächen gelöst, und mitsamt 
der Pfortaderkanüle auf den Lochplattenaufsatz eines Kunststofftrichters gelegt. Dort 
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wurde sie nun mit Hilfe einer Schlauchpumpe (easyload 3-Rollenpumpe; Masterflex, 
Gelsenkirchen) mit regulierbarer Fördermenge nach folgendem Schema perfundiert: 
1.: PBS (Invitrogen) + 12,5 mmol/l EGTA (Sigma, Taufkirchen): 25 min.,  
     8-10 ml/min , 22°C. 
2.: PBS: 15 min,. 8-10 ml/min, 22°C. 
3.: Collagenase Hep Plus (Serva Electrophoresis, Heidelberg) 150 mg in 200 ml DMEM 
(Invitrogen): 30 min., 8-10 ml/min, 37°C. 
 
Alle Lösungen wurden vorher mit Hilfe eines Sprudelsteins mit 100% O2 oxygeniert; 
die Collagenase-Lösung wurde im Wasserbad auf 40°C erwärmt, so daß die Temperatur 
am Organ bei ca. 37°C lag. Nachdem die Perfusionslösungen das Organ durchströmt 
hatten, wurden sie über den Trichter abgeleitet; das PBS wurde sofort nach der 
Organpassage verworfen, während die Collagenase-Lösung im Sinne einer 
rezirkulierenden Perfusion wieder dem Ursprungsbehältnis zugeführt wurde (Abb. 2-
1.1). Nach Abschluß der Perfusionsphase wurden die Hepatozyten nun mechanisch aus 
der aufgeweichten Leber herausgelöst. Dazu wurde das Organ mit Skalpell und Pinzette 
behutsam zerkleinert, die Gewebsstücke in der zur Perfusion verwandten Collagenase-
Lösung aufgeschwemmt, in einen Standkolben überführt, und auf einem Schüttler für 
10 min. bei 37°C und 100 Umdrehungen / min. geschwenkt. Anschließend wurde der 
Inhalt des Standkolbens langsam durch ein Filter aus Siebdruckgaze (Porengröße 210 
µm; Koenen Siebdrucktechnik, München) gegossen. Das Filtrat, eine Suspension von 
separierten Zellen in der Collagenase-Lösung, wurde in einem 50 ml Falcon-Röhrchen 
(BD Biosciences, Heidelberg) asserviert und sofort eisgekühlt. Die Zellsuspension 
wurde nun in einer vorgekühlten Zentrifuge (Eppendorf 5810R, Rotor A4-62; 
Eppendorf, Hamburg) für 5 min. bei 4°C und 40 x g zentrifugiert, so daß sich am Boden 
des Falcon-Röhrchens ein Zellpellet bildete. Der Überstand wurde abgenommen, und 
das Zellpellet in 40 ml eiskaltem DMEM (Invitrogen) vorsichtig resuspendiert. Dieser 
Zentrifugations-Resuspensions-Zyklus wurde noch zweimal wiederholt, wobei das 
Zellpellet nach der dritten Zentrifugation allerdings in nur in 5 ml eiskaltem DMEM 
resuspendiert wurde. Die Zellen in dieser Suspension wurden dann entweder ausplattiert 
oder eingefroren (siehe unten). 
Um die Viabilität der isolierten Zellen zu ermitteln, wurde ein Tropfen der 
Zellsuspension auf einen Objektträger aufgebracht, und etwa 10 µl Trypanblau (Sigma) 
hinzugegeben (Trypanblau-Probe); tote Zellen färben sich bei dieser Methode blau an, 
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während lebende Zellen sich nicht anfärben. Der Anteil toter bzw. lebendiger Zellen 
wurde durch Auszählen mehrerer Gesichtsfelder unter dem Mikroskop ermittelt. 
Zur Bestimmung der Gesamtzahl isolierter Zellen wurde eine kleine Probe der 
erhaltenen Zellsuspension 1:50 in Zellkulturmedium verdünnt, und in einer 
NEUBAUER-Zählkammer (LO Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf) ausgezählt.  
 
 
 
 
 
Abb. 2-2.1: Schema zur Perfusion einer Tupaialeber. Dargestellt ist der Aufbau der  
 Perfusionseinheit zur Perfusion der explantierten Leber auf einem Lochtrichter, sowie  
 der Weg der Perfusionslösungen (PBS: Blaue Pfeile; Collagenase: Rote Pfeile).  
 Während das PBS nach der Organpassage abfließt und verworfen wird, wird die  
 Collagenase-Lösung in einem Rezirkulations-Kreislauf wieder dem Ursprungsgefäß 
 zugeführt.    
b) Kultivierung. In verschiedenen Phasen der Kultivierung primärer Tupaiahepatozyten 
wurden unterschiedliche, speziell hierfür zusammengestellte Zellkulturmedien (nach 
GLEBE) eingesetzt.  
 
1.: „Tupaia-Medium“:   
Williams´ E-Medium (mit GlutaMax I; Invitrogen) 
20 mmol/l HEPES (Sigma) 
1 g/l Bovines Serumalbumin, kristallisiert (Sigma) 
1% ITS-G (entspr. 1,0m g/l Insulin, 0,55g/l Transferrin, 0,67g/l Selen; Invitrogen) 
2% DMSO (Dimethylsulfoxid; Sigma) 
0,4 mg/l  Dexamethason (Sigma) 
50 µmol/l Hydrocortison (Sigma) 
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100 mg/l Gentamicin (Invitrogen) 
1 mg/l Amphotericin B (Invitrogen)                  
 
2.: „Anheftungsmedium“: 
Williams´ E-Medium (mit GlutaMax I; Invitrogen) 
10% Fetales Kälberserum (PAN Biotech, Aidenbach) 
100 mg/l Gentamicin (Invitrogen) 
1 mg/l Amphotericin B (Invitrogen) 
 
3.: „Infektionsmedium“: 
William´ E-Medium (mit GlutaMax I; Invitrogen) 
20 mmol/l HEPES (Sigma) 
2% DMSO (Sigma) 
100 mg/l Gentamicin (Invitrogen) 
0,25 mg/l Amphotericin B (Invitrogen) 
1 g/l Bovines Serumalbumin, kristallisiert (Sigma) 
 
Nach der Zubereitung wurden alle Medien durch ein 0,22 µm Stericup-Filter (Millipore, 
Schwalbach) sterilfiltriert und aliquotiert.  
 
Vor dem Ausplattieren der isolierten Zellen wurden Falcon-Zellkulturschalen in 
verschiedenen Größen (Polystyrol 35 / 60 mm ∅; Multiwell 6 well / 24 well; BD 
Biosciences) dünn mit Collagen (Collagen Typ I, aus Rattenschwanzsehne, c = 0,8 g/l; 
BD Biosciences) beschichtet. Zur Herstellung von Deckglaspräparaten wurde je ein 
Deckgläschen („Assistent“-Deckgläser, 12 mm ∅; Karl Hecht KG, Sondheim) in die 
Vertiefungen einer 24 well-Zellkulturschale gelegt und collagenisiert. 
Zum Ausplattieren wurden die frisch isolierten Zellen  nach der letzten Zentrifugation in 
warmem Anheftungsmedium resuspendiert, und diese Suspension langsam in die 
collagenisierten Zellkulturschalen pipettiert. Hierzu wurden ausschließlich Falcon-
Kunststoffpipetten („Space Saver“ serologische Pipetten; BD Biosciences) verwendet.  
Das Anheftungsmedium wurde für 2 bis 4 h belassen, danach wurde es vollständig 
abgenommen, und durch Tupaia-Medium ersetzt; dieses Medium wurde in der Regel 
alle drei Tage gewechselt. Bei Infektionsversuchen wurde für den Zeitraum der 
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Inokulation das Tupaia-Medium durch Infektionsmedium ersetzt, dem zuvor das 
Virusinokulat zugefügt wurde. 
 
c) Kryopräservation. Zum Einfrieren von isolierten Hepatozyten wurde zunächst ein 
Gefriermedium hergestellt, das aus folgenden Komponenten bestand:  
70% modifizierte University of Wisconsin  solution (UW-Lösung; nach MAMPRIN 
et al. 2000, modifiziert): 
Aqua bidestillata 
100 mmol/l Lactobionsäure (Sigma) 
25 mmol/l di-Kaliumhydrogenphosphat (K2HPO4 * 3H2O; Merck, Darmstadt) 
5 mmol/l Magnesiumsulfat (MgSO4 * 7 H2O; Merck) 
30 mmol/l Raffinose (Sigma) 
3 mmol/l Glutathion (Sigma) 
1 mmol/l Allopurinol (Sigma) 
5% Polyethylenglykol (PEG, MW = 3.350 Da; Sigma)  
15 mmol/l Glycin (Roth, Karlsruhe) 
100 mg/l Gentamicin (Invitrogen) 
0,25 mg/l Amphotericin B (Invitrogen) 
 
Der pH-Wert der Lösung wurde mit konzentrierter Kalilauge (KOH; Merck) 
auf 7,4 eingestellt, die fertige Lösung durch ein 0,22 µm Stericup-Filter 
(Millipore) sterilfiltriert.  
 
20% Fetales Kälberserum (PAN Biotech) 
10% DMSO (Sigma) 
 
Zum Einfrieren der isolierten Hepatozyten wurde das Zellpellet nach der letzten 
Zentrifugation in eiskaltem Gefriermedium vorsichtig resupendiert, und 5 min. auf Eis 
belassen. Dann wurde die Suspension nochmals behutsam durchmischt, und in 
Portionen zu 1 ml in Einfrierröhrchen (Nalgene Cryoröhrchen; Nunc, Wiesbaden) 
gefüllt. Diese Röhrchen wurden sofort in eine -70°C Gefriertruhe gestellt, und am 
nächsten Tag in einen -165°C Stickstoffbehälter überführt, wo sie bis zum Auftauen 
belassen wurden. 
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d) Auftauen. Zum Auftauen eingefrorener primärer Hepatozyten wurde das 
Einfrierröhrchen aus dem -165°C Stickstoffbehälter geborgen, und im Wasserbad bei 
25°C aufgetaut. Sobald das Eis vollständig geschmolzen war, wurde der Röhrcheninhalt 
(1 ml) in ein eisgekühltes Falcon-Röhrchen (BD Biosciences) überführt, schrittweise 0,5 
ml, 1,5 ml und 2 ml eiskaltes Williams´ E-Medium (Invitrogen) vorsichtig 
hinzugegeben, und behutsam durchmischt. Nach jeder Zugabe von Medium wurde die 
Suspension für 5 min. auf Eis inkubiert. Im Anschluß an diese Verdünnung des 
Gefriermediums wurde die Zellsuspension für 6 min. bei 4°C und 40 x g zentrifugiert 
(Eppendorf 5810R, Rotor A4-62; Eppendorf); der entstehende Überstand wurde 
vollständig abgenommen, und das Zellpellet in 37°C warmen Anheftungsmedium (mit 
2% DMSO) resuspendiert. Diese Suspension wurde in collagenisierte Zellkulturschalen 
gegeben, das Medium wurde nach ca. vier Stunden durch Tupaia-Medium ersetzt.  
Zur Kontrolle der Zellviabilität wurde vor dem Ausplattieren an einer kleinen Probe 
eine Trypanblaufärbung durchgeführt. 
 
e) Photodokumentation. Zur Photodokumentation der primären Hepatozytenkulturen 
wurde ein Zeiss Axiovert 35 Phasenkontrastmikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen) mit 
einer Contax 167 MT Spiegelreflexkamera (Kyocera, Hamburg) und Ilford HP5 plus 
schwarz/weiß-Filme (Ilford, Dreieich) verwendet.  
Die Bilder der frisch aufgetauten, Trypanblau-gefärbten Hepatozyten wurden an einem 
Zeiss Axiophot Mikroskop (Carl Zeiss) mit einer Sony 3CCD-Kamera (Sony, Köln) 
angefertigt; diese beiden Geräte wurden freundlicherweise von Herrn Prof. T. 
CHAKRABORTY, Institut für Medizinische Mikrobiologie an der JLU Gießen, zur 
Verfügung gestellt.        
   
2.2.2 Zellinien. Im Rahmen dieser Arbeit kamen die humanen Hepatomzellinien 
HepG2, HepG2.2.15 und HuH7 zum Einsatz.  
Die Zellinie HepG2 ist 1975 aus dem Biopsiematerial eines Hepatoblastoms bei einem 
15-jährigen Jungen hervorgegangen (ADEN et al. 1979); die Zellen dieser Zellinie 
verfügen über zahlreiche differenzierte Leberzellfunktionen, zum Beispiel die Synthese 
diverser Plasmaproteine (KNOWLES et al. 1980). Hepatoblastome sind kindliche 
Lebertumoren, die nicht mit einer chronischen Virushepatitis assoziiert sind.   
HepG2.2.15-Zellen leiten sich von HepG2-Zellen ab, in deren Genom durch stabile 
Transfektion mehrere HBV-Genome integriert wurden. Diese Zellen produzieren und 
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sezernieren sowohl HBs-Antigen in Form von subviralen Partikeln, als auch unreife 
Core-Partikel, sowie komplette, infektiöse Hepatitis B-Viren (SELLS et al. 1987, ACS 
et al. 1987).   
HuH7-Zellen sind Zellen eines hepatozellulären Karzinoms; sie sind in der Lage, 
diverse Plasmaproteine zu synthetisieren, unter anderem Albumin, Transferrin, α1-
Antitrypsin, Fibrinogen, Complementfaktoren, und vieles mehr. Anders als einige 
andere Zellinien, die aus hepatozellulären Karzinomen hervorgegangen sind, sind sie 
HBV-negativ (NAKABAYASHI et al. 1982).  
 
a) Auftauen und Kultivierung. Die verschiedenen Zellinien lagen bei -165°C gelagert 
vor. Bei Bedarf wurde ein Einfrierröhrchen (Nunc) aus dem Stickstofftank entnommen, 
und im Wasserbad bei 25°C aufgetaut. Sobald das Eis vollständig geschmolzen war, 
wurde der Inhalt in ein 50 ml Falcon-Röhrchen (BD Biosciences) überführt, und ca. 30 
ml eiskaltes DMEM (Invitrogen) hinzugegeben. Diese Suspension wurde für 10 min. 
bei 4°C mit 200 x g zentrifugiert (Eppendorf 5810R, Rotor A4-62; Eppendorf). Das 
dadurch entstandene Zellpellet wurde, nach vorsichtiger Abnahme des Überstandes, in 
warmem DMEM (Invitrogen) + 10% FKS (PAN Biotech) resuspendiert. Die Zellen in 
dieser Suspension wurden dann, je nach Bedarf, in unterschiedlichen Zellkulturschalen 
(BD Biosciences) bzw. 24 well- Schalen mit eingelegten collagenisierten Deckgläschen 
(BD Biosciences / Karl Hecht KG) ausplattiert. Das Zellkulturmedium wurde alle zwei 
bis drei Tage erneuert; als Medium wurde DMEM (Invitrogen) mit Penicillin / 
Streptomycin (PAA, Linz, A) verwendet, dem je nach Versuchsansatz 0 bzw. 5 bzw. 
10% FKS (PAN Biotech) zugesetzt wurden. 
 
2.3 Infektionsversuche 
a) Viren. Die für den Großteil der Infektionsversuche verwendeten Hepatitis B-Viren 
stammten aus dem Blutplasma eines freiwilligen Spenders mit einer chronischen 
Hepatitis B („ID 259“). Im Ursprungsserum waren 2 x 109 HBV-Genome pro ml und 10 
µg/ml HBs-Antigen enthalten, außerdem war es HBe-Antigen-positiv. Die Viren 
entsprachen dem Genotyp D, HBsAg-Subtyp ayw2. Das Blutplasma wurde 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt von der Blutbank des Klinikums der JLU 
Gießen (Leiter: Prof. G. BEIN), die Bestimmung der Hepatitis B-Marker wurde von 
Frau U. WEND vorgenommen.    
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Mittels Sucrosegradienten-Zentrifugation (durchgeführt von Frau S. BROEHL) waren 
die Viren aus dem Serum hochrein isoliert und konzentriert worden, so daß sie in einer 
Lösung mit ca. 107 HBV-Genomen pro µl vorlagen. Zur Methode des quantitativen 
Nachweises der HBV-DNA siehe HEERMANN et al. (1999).  
In einigen Experimenten wurden Hepatitis B-Viren verwendet, die von der Zellinie 
HepG2.2.15 produziert wurden. Von diesen Viren ist bekannt, daß sie dem Genotyp D 
entsprechen (vgl. SELLS et al. 1987). Die Konzentrationen von Virus und HBs-Antigen 
in den verwendeten Zellkulturüberständen sind dem Kapitel 3.2 dieser Arbeit zu 
entnehmen.  
 
b) Methodik. Soweit direkt bei den Versuchen im Ergebnisteil nicht anders angegeben, 
fanden die Infektionsversuche mit primären Tupaiahepatozyten nach folgendem Schema 
statt:  
Die zu infizierenden Zellen wurden in 24 well-Zellkulturschalen (BD Biosciences) auf 
collagenisierten Deckgläschen kultiviert. Am dritten Tag der Kultivierung wurde das 
Zellkulturmedium durch 500 µl/well „Infektionsmedium“ plus dem jeweiligen 
Virusinokulat ersetzt. Dieses Medium wurde ca. 15 Stunden (über Nacht) auf den Zellen 
belassen, anschließen komplett abgenommen, die Zellen dreimal mit Zellkulturmedium 
gewaschen, und anschließend für mehrere Tage in Tupaiamedium weiterkultiviert.  
 
2.4 Aufnahmeversuche    
a) Substrate.  
Subvirale Partikel (HBs-Sphären und -Filamente, trypsinierte und V8-verdaute HBs-
Sphären, desialylierte HBs-Sphären, trypsinierte desialylierte HBs-Sphären):  
Alle Arten subviraler Partikel lagen bereits hochrein aus humanem Spenderserum  
isoliert vor; die Viren in diesem Serum wiesen den HBV-Genotyp D, HBsAg-Subtyp 
ayw2 auf. Bestimmte SVP-Präparationen waren bereits schon desialyliert bzw. mit 
Trypsin und V8 verdaut worden. Die Desialylierung war mit Sialidase aus 
Arthrobacter ureafaciens durchgeführt worden. Alle SVP-Präparationen waren von 
Herrn Dr. D. GLEBE und Frau S. BROEHL hergestellt worden. 
Bovines Fetuin (Sigma), bovines Asialofetuin (Sigma) 
Bovines lactosyliertes Albumin (Sigma), bovines maltosyliertes Albumin (Sigma) 
Bovines lactosyliertes FITC-Albumin (Sigma) 
Humanes AlexaFluor 594-Transferrin  (Molecular Probes, Leiden, NL) 
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HuPreS2-48myr, DuPreS2-41myr: Freundliches Geschenk von PD Dr. Stephan URBAN, 
  Heidelberg (vgl. URBAN u. GRIPON 2002) 
Anti-HBs polyklonal (Schaf): Eigenproduktion des Instituts für Medizinische  
  Virologie der JLU Gießen (s. GLEBE et al. 2003) 
 
b) Methodik. Wegen der zahlreichen unterschiedlichen Versuchsansätze sind genauere 
Angaben zu den Aufnahmeversuchen dem Ergebnisteil dieser Arbeit zu entnehmen. Das 
Grundprinzip der verschiedenen Experimente war jedoch folgendes: 
Primäre Tupaiahepatozyten wurden drei Tage lang in 24 well-Zellkulturschalen auf 
collagenisierten Deckgläschen kultiviert; am dritten Tag fand der Aufnahmeversuch 
statt. Dazu wurde zunächst eine feuchte Kammer (Abb. 2-4.1) vorbereitet: An den Rand 
einer 150 mm Zellkulturschale (BD Biosciences) wurde ein zusammengerolltes, mit 
Wasser durchtränktes Zellstofftuch gelegt, der Boden der Schale wurde mit Wasser 
benetzt, und darauf ein ca. 10 x 7 cm großes Stück Parafilm-Folie (Parafilm M; Brand, 
Wertheim) gelegt. Auf der Rückseite dieser transparenten Folie wurden vorher 8-10 
einzelne Versuchsfelder eingezeichnet. Dann wurden die verschiedenen 
Inkubationsmedien angesetzt, die alle aus DMEM (Invitogen) + 1 g/l bovines 
Serumalbumin (Albumin Fraktion V; Roth) bestanden, plus dem jeweils zu 
untersuchenden Substrat bzw. Substraten. Von diesen Inkubationsmedien wurden 
jeweils 40 µl in ein Versuchsfeld auf der Parafilm-Folie pipettiert. Nun wurden mit 
Hilfe einer feinen, spitzen Pinzette die Deckgläschen aus den Zellkulturschalen 
geborgen, einmal kurz zum Waschen in warmes Zellkulturmedium (DMEM; 
Invitrogen) getaucht, und dann so auf die 40 µl-Tropfen Inkubationsmedium auf der 
Parafilm-Folie gelegt, daß die Zellen tragenden Seite nach unten wies. Die so 
präparierte feuchte Kammer wurde nun für die Dauer der Inkubation, in der Regel eine 
Stunde, bei 37°C in den Brutschrank gestellt. Zum Abschluß der Inkubation wurden die 
Deckgläschen mit einer Pinzette wieder vorsichtig von der Parafilm-Folie abgehoben, 
dreimal in warmem DMEM gewaschen, und anschließend sofort fixiert.   
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 Abb. 2-4.1: Schematische Darstellung einer „feuchten Kammer“, wie sie für  
 Aufnahmeversuche und bei der Herstellung von Deckglaspräparaten für die  
 Immunfluoreszenz und Immunzytochemie verwendet wurde. 
 Links: Aufsicht. Rechts: Seitenansicht. 
 
 
 
2.5. Immunfluoreszenz / Immunzytochemie 
a) Lösungen. Für die Immunfluoreszenz und die Immunzytochemie wurden einige 
Lösungen gleichermaßen verwendet:  
 
1.: Phosphate buffered saline pH 7,4 (Phosphatpuffer, PBS):  
 Aqua bidestillata  
 0,2 g/l Kaliumchlorid (KCl; Merck)    
 0,2 g/l Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4; Merck) 
 8,0 g/l Natriumchlorid (NaCl; Merck) 
 1,435 g/l Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4 * 2 H2O; Merck) 
 
2.: Paraformaldehyd-Lösung (3% w/v): 
 6,0 g Paraformaldehyd (PFA) (Merck) 
 200 ml PBS 
 konz. Kalilauge (KOH; Merck) 
 
6 g PFA-Pulver wurden in 150 ml Aqua bidest. unter ständigem Rühren und Zugabe 
einiger Tropfen Kalilauge bei 50-55°C gelöst. Nachdem diese Lösung klar wurde, 
wurde sie mit 20 ml 10x PBS sowie Aqua bidest. auf 200 ml Volumen aufgefüllt. 
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3.: Triton X-100-Lösung (0,1% v/v): 
 200 µl Triton X-100 (Sigma) 
 PBS ad 200 ml  
 
4.: Mowiol / DABCO:  
 2,4 g Mowiol 40-88 (Sigma) 
 6 g Glycerin (Merck) 
 6 ml Aqua bidest. 
 12 ml Tris/HCl-Lösung 0,2 molar, pH 8,5 (Roth / Merck) 
 100 mg DABCO (1,4-Diazabicyclo(2.2.2.)octan; Sigma) 
 
Diese Lösung diente als Eindeckmedium für Immunfluoreszenz-Präparate; sie wurde 
folgendermaßen hergestellt: 
2,4 g Mowiol wurden in einem kleinen Erlenmeyerkolben mit 6 g Glycerin gemischt,    
6 ml Aqua bidest. hinzugegeben, und ca. 2 Stunden bei Raumtemperatur gerührt, bis 
eine homogene, zähe Masse entstand. Dann wurden 12 ml 0,2-molare Tris/HCl-Lösung 
pH 8,5 dazugegeben, auf 50°C erwärmt, und weitere 10 min. gerührt. Die so 
entstehende Lösung wurde in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt, und 15 min. 
bei 5000 x g zentrifugiert (Eppendorf 5417R-Zentrifuge mit Eppendorf F 45-30-11 
Rotor). Der Überstand wurde abgenommen, in 1 ml-Portionen aliquotiert und bis zum 
Gebrauch bei -20°C aufbewahrt.  
Direkt vor dem Gebrauch wurde 1 ml dieser Mowiol-Lösung mit 100 mg DABCO 
gemischt, und dann zum Eindecken der Deckglaspräparate verwendet.  
 
b) Antikörper. 
 Anti-Asialoglykoproteinrezeptor (Anti-ASGPR) (Calbiochem, San Diego, USA)  
 Anti-Transferrinrezeptor (Anti-CD71) (HyTest, Turku, FIN) 
 Anti-Vimentin  (Clone V9; Sigma) 
 Anti-Tubulin (Sigma) 
 Anti-HBs-Antigen (NCL-HBsAg-2; Novocastra, Newcastle upon Tyne, GB) 
 Anti-HBc-Antigen (Clone 13D3 u. C1-5; Chemicon International, Temecula, USA) 
 Anti-Maus, AlexaFluor 488- / AlexaFluor 594-konjugiert (Molecular Probes) 
 Anti-Kaninchen, AlexaFluor 488- / AlexaFluor 594-konjugiert (Molecular Probes) 
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c) Methodik.  
1. Immunfluoreszenz. Die Herstellung von Deckglas-Präparaten für die 
Immunfluoreszenz war ein mehrstufiger Prozeß. Hier soll zunächst die Herstellung der 
dabei verwendeten Antikörperlösungen beschrieben werden, wobei diese Lösungen 
jeweils direkt vor dem Gebrauch frisch zubereitet wurden: Die Primärantikörper, die 
gegen die zellulären Antigene gerichtet waren, entstammten aus Mäusen oder 
Kaninchen. Zum Gebrauch wurden sie im Verhältnis 1:100 in PBS + 10% Ziegenserum  
(DakoCytomation, Glostrup, DK) verdünnt. Die Sekundärantikörper, gegen Maus- bzw. 
Kaninchenantikörper gerichtet, waren AlexaFluor 488- bzw. AlexaFluor 594-
konjugiert; diese Fluorophore emittieren bei adäquater Anregung grünes bzw. rotes 
Licht. Auch die Sekundärantikörper wurden zum Gebrauch 1:100 in PBS + 10% 
Ziegenserum (DakoCytomation) verdünnt. Die zu untersuchenden Zellen, die auf 
Deckgläschen kultiviert wurden, und mit denen zum Teil kurz vorher ein 
Aufnahmeversuch durchgeführt wurde, wurden zunächst fixiert. Dazu wurden die 
betreffenden Deckgläschen senkrecht in einen speziellen Deckgläschen-Ständer gestellt, 
und für 30 min. bei Raumtemperatur in die 3%-ige Paraformaldehyd-Lösung getaucht. 
Anschließend wurden die Präparate für 30 min. bei Raumtemperatur in der Triton X-
100-Lösung permeabilisiert, danach noch einmal in PBS gewaschen. In der 
Zwischenzeit wurde eine feuchte Kammer vorbereitet, wie sie in Kapitel 2.4 
beschrieben ist, und von den Primärantikörper-Lösungen jeweils 40 µl pro 
Deckglaspräparat als großer Tropfen auf die Parafilm-Folie pipettiert. Auf diese 
Tropfen wurde je ein Deckgläschen gelegt, mit der Zellen tragenden Seite nach unten. 
Auf diese Weise wurden die Deckglaspräparate für 30 min. bei 37°C mit den 
Primärantikörpern inkubiert, anschließend wieder in den Deckgläschenständer überführt 
und fünfmal in PBS gewaschen. Danach wurden die Deckgläschen wieder in einer 
feuchten Kammer für 30 min. bei 37°C mit jeweils 40 µl Sekundärantikörper-Lösung 
inkubiert, und fünfmal in PBS gewaschen. Nun wurden auf einen Objektträger (Menzel, 
Braunschweig) vier Tropfen (jeweils ca. 10 µl) Mowiol/DABCO aufgebracht, und je ein 
Deckglaspräparat mit der Zellen tragenden Seite nach unten luftblasenfrei auf einen 
Tropfen dieses Eindeckmediums gelegt. Die derart mit bis zu vier Deckgläschen 
bestückten Objektträger wurden über Nacht zum Trocknen weggelegt, und zwar in 
völlige Dunkelheit, um die lichtempfindlichen Fluorophore zu schonen. Die fertigen 
Präparate konnten nun mikroskopiert werden. Hierfür wurde das konfokale Laser-
scanning Mikroskop Leica TCS NT (Leica, Solms) mit einem Leica DM IRB/E-
 24
Mikroskop und entsprechender Bildverarbeitungssoftware von Leica verwandt. Die 
Laser-Einheit verfügt über drei Ar/Kr-Laser mit 488 bzw. 568 bzw. 647 nm 
Lichtwellenlänge. 
Abb. 2-5.1: Schematische Darstellung des Prinzips der Immunfluoreszenz. 
 Während der Primärantikörper mit seinem Fab-Teil spezifisch an ein  
 Antigen bindet, wird sein Fc-Teil vom Sekundärantikörper gebunden.  
 An den Sekundärantikörper ist ein Fluorophor gekoppelt, welches bei  
 Anregung mit Licht einer bestimmten Wellenlänge (z.B. 488 nm [blau])  
 Licht mit einer größeren Wellenlänge (z.B. 519 nm [grün]) emittiert.  
 
2. Immunzytochemie. Für die immunzytochemische Bearbeitung von 
Deckglaspräparaten wurde das Dako ChemMate Detection Kit APAAP, Mouse 
(DakoCytomation) verwendet. Dieses Immunzytochemie-System beruht auf einer 
Farbreaktion, bei der die Alkalische Phosphatase dieses Systems ein chromogenes 
Substrat in einen roten Farbstoff umsetzt. Es besteht aus mehreren Komponenten, einem 
Anti-Maus Sekundärantikörper, einem sogenannten Detektionsantikörper (Alkalische 
Phosphatase - Anti-Alkalische Phosphatase- Immunkomplex, APAAP-Komplex), sowie 
einem Entwicklersystem für den roten Farbstoff. Die zu untersuchenden Deckglas-
Präparate wurden zunächst ebenso fixiert und permeabilisiert wie für die 
Immunfluoreszenz beschrieben. Der Primärantikörper wurde im Verhältnis 1:100 in 
einem speziellen Puffer (ChemMate Antibody Diluent; DakoCytomation) verdünnt; um 
das Immunzytochemie-Kit verwenden zu können, mußte der Primärantikörper in jedem 
Fall aus der Maus sein. Mit jeweils 40 µl dieser Primärantikörper-Lösung wurden die 
Deckgläschen in einer feuchten Kammer für 30 min. bei 37°C inkubiert, anschließend 
dreimal in PBS gewaschen. Dem folgte die Inkubation mit je 40 µl Sekundärantikörper-
Lösung für 30 min. bei 37°C in einer feuchten Kammer, dreimaliges Waschen in PBS, 
dann die Inkubation mit je 40 µl der Detektionsantikörper-Lösung für 30 min. bei 37°C 
in einer feuchten Kammer, gefolgt von achtmaligem Waschen in PBS. Zur 
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anschließenden Inkubation mit dem Entwicklersystem (je 40 µl, 35 min. bei 37°C in 
einer feuchten Kammer) wurde diese Lösung aus den verschiedenen Komponenten, die 
in dem Immunzytochemie-Kit enthalten waren, jedesmal nach folgendem Schema frisch 
zubereitet: 
Pro 100 µl Lösung: 89,0 µl AP-Substrat-Puffer 
+ 3,5 µl Chromogen Red 1 
+ 3,5 µl Chromogen Red 2 
+ 3,5 µl Chromogen Red 3 
+ 0,5 µl Levamisol 
Nach der Inkubation mit diesem Entwicklersystem wurden die Deckglaspräparate 
wieder dreimal in PBS gewaschen. Anschließend wurden sie noch für 45 sec. mit 
jeweils 40 µl Hämalaun (freundliches Geschenk des Instituts für Pathologie am 
Klinikum der JLU Gießen) gegengefärbt, und nochmals in PBS gewaschen. Hämalaun 
färbt vor allem Zellkerne blau an. Zum Eindecken der Deckglaspräparate wurden je vier 
Tropfen eines speziellen Eindeckmediums (Glycergel; DakoCytomation) auf einen 
Objektträger (Menzel) aufgebracht, die Deckgläschen luftblasenfrei darauf gelegt, und 
für einige Stunden bei 4°C zum Trocknen gelegt. Die fertigen Präparate wurden mit 
einem Zeiss Axiophot-Mikroskop (Carl Zeiss) mikroskopiert, und mit einer 
angeschlossenen Sony 3CCD-Kamera (Sony) sowie der KS300 Bildanalyse-Software 
(Carl Zeiss) photodokumentiert. 
Abb. 2-5.2: Schematische Darstellung des Prinzips der immunzytochemischen  
 Färbung mit dem verwendeten APAAP-System.  
 Der Primärantikörper bindet über seinen Fab-Teil spezifisch an ein Antigen. Sein 
 Fc-Teil wird vom Sekundärantikörper gebunden, der an seiner anderen Bindungs- 
 stelle den sogenannten „Detektionsantikörper“ bindet. Dieser stellt einen Immun-  
 komplex aus dem Enzym Alkalische Phosphatase und Antikörpern gegen dieses  
 Enzym dar (Alkalische Phosphatase - Anti-Alkalische Phosphatase-Komplex,  
 APAAP-Komplex). Bei Zugabe eines geeigneten chromogenen Substrates wird  
 dieses von der Alkalischen Phosphatase zu einem roten Farbstoff umgesetzt.   
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3.  E r g e b n i s s e 
 
3.1. Methoden zur Isolation und Kryopräservation primärer Tupaia- und 
Rattenhepatozyten 
Die Infektion von Hepatozyten mit dem humanen Hepatitis B-Virus ist in vitro  bislang 
nur unter bestimmten Bedingungen möglich. Primäre humane Hepatozyten sind nur 
sehr eingeschränkt aus Operationspräparaten erhältlich, und zeigen meist nur eine 
schwache Infektion unter experimentellen Bedingungen.  
Verfügbare etablierte humane Hepatomzellinien wie HepG2 oder HuH7 sind nicht 
suszeptibel für eine Infektion, obwohl sie nach Transfektion mit HBV-DNA Viren 
produzieren.  
Ebenso nicht suszeptibel für HBV haben sich primäre Hepatozyten verschiedener 
Kleintiere wie Ratten gezeigt, wohl aber die des in Südostasien beheimateten 
Spitzhörnchens Tupaia belangeri (SU 1987, WALTER et al. 1996), welches eine sehr 
entfernte Verwandtschaft zu Primaten hat (siehe Kapitel 1.3). 
 
Um die Infektion primärer Tupaiahepatozyten mit HBV in vitro zu charakterisieren und 
dieses Infektionssystem weiter etablieren zu können, war es notwendig, diese Zellen 
möglichst rein zu isolieren und über einen bestimmten Zeitraum zu kultivieren.  
Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente, bei denen die 
mikroskopische Untersuchung von Tupaiahepatozyten im Vordergrund stand, sollten 
die Zellkulturen so angelegt werden, daß sie möglichst aus einer einschichtigen Lage 
(„Monolayer“) von Einzelzellen oder kleineren Zellgruppen bestanden, und möglichst 
wenige nichtparenchymatische Zellen enthielten. Um dies zu erreichen, und gleichzeitig 
eine hohe Qualität der relativ schwer verfügbaren Zellen zu gewährleisten, mußten 
zunächst die bislang etablierten Methoden zur Isolation und Kultivierung primärer 
Rattenhepatozyten den Eigenschaften und Bedürfnissen von Tupaiazellen angepaßt 
werden.  
Außerdem sollten die Kulturbedingungen so eingestellt werden, daß ein bestimmter 
Differenzierungszustand  der Zellen möglichst lange aufrecht erhalten werden konnte, 
da hiervon multiple Zellfunktionen, unter anderem auch die Expression von 
Oberflächenrezeptoren, beeinflußt werden. 
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3.1.1 Isolation 
Eine weit verbreitete Methode zur Isolation primärer Hepatozyten wurde 1976 von 
SEGLEN beschrieben. Dabei wird die Leber des Tieres von der Vena portae her in einer 
Zwei-Schritt-Technik zunächst mit einem calcium- und enzymfreien Medium 
perfundiert, anschließend mit einer Lösung, die sowohl Calcium als auch Collagenase 
enthält. Dadurch können die Zellen aus dem Gewebeverband lebend herausgelöst und 
anschließend kultiviert werden. 
 
Die Gewinnung primärer Tupaiahepatozyten nach einer modifizierten Zwei-Schritt-
Collagenase-Perfusionstechnik, wie sie bei BERRY et al. (1991) für Rattenhepatozyten 
beschrieben ist, erbrachte zunächst vor allem quantitativ unbefriedigende Ergebnisse. 
Zwar waren die erhaltenen Zellen in gutem Zustand, jedoch verblieb ein sehr großer 
Anteil ungenutzt in Parenchymverband der Leber, so daß pro getötetem Tier nur 
verhältnismäßig wenige Zellen für Versuche gewonnen werden konnten.   
Diese Situation stellte sich bei Ratten ebenso dar; da die Körpergröße dieser Tiere mit 
der von Tupaias vergleichbar ist, und bei ihnen die Hepatozytenisolation sehr gut 
etabliert und mannigfaltig beschrieben ist (u.a. BERRY et al. 1991, GUGUEN-
GUILLOUZO et al. 1982), wurden Modifikationen der Perfusionsbedingungen 
zunächst an diesen leichter verfügbaren Tieren erprobt. 
In enger gemeinschaftlicher Zusammenarbeit mit Frau M. ALIAKBARI und Tierärztin 
Frau E. KNOOP wurden die Auswirkungen von Änderungen des Perfusionsdruckes, der 
Perfusionszeiten und der Perfusionslösungen untersucht.  
 
a) Perfusionsdruck. Der Druck, der während der Perfusion in den  intrahepatischen 
Gefäßen und Sinusoiden aufgebaut wird, ist einerseits abhängig vom Widerstand des 
intra- und posthepatischen Gefäßsystems, andererseits von der Volumenflußrate, das 
heißt dem eingebrachten Flüssigkeitsvolumen pro Zeiteinheit. Physiologische Werte bei 
der Ratte sind ein portalvenöser Druck von ca. 9,5 mmHg und ein Blutfluß von ca. 7 
ml/min/100g Körpergewicht (SIKULER et al. 1985); Angaben zu den Verhältnissen bei 
Tupaias waren nicht verfügbar, aber es ist anzunehmen, daß sie ähnlich sind.  
Da die in Gießen gehaltenen Tupaias durchschnittlich ca. 200 g wiegen, errechnete sich 
daraus ein portalvenöser Blutfluß von ca. 14 ml/min. 
Aus praktischen Gründen wurde bei den durchgeführten Zellisolationen der Druck nicht 
gemessen, sondern nur unterschiedliche Volumenflußraten vorgegeben. 
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Bei einem anfänglichen Volumenfluß von 25 ml/min und der Perfusion des noch in der 
Bauchhöhle des Tieres befindlichen Organs durch eine Einflusskanüle  in der Vena 
portae, und zwei großlumige Ausflusskanülen (20 und 18G) im supra- bzw. 
infradiaphragmalen Abschnitt der Vena cava inferior, war makroskopisch und 
palpatorisch eine deutliche Schwellung und Anspannung der Leber als Zeichen eines 
hohen intrahepatischen Druckes zu beobachten. 
Durch die sukzessive Reduktion der Flußrate auf 8-10 ml/min und der Exkorporation 
des perfundierten Organs zur Gewährleistung eines unbehinderten Flüssigkeits-
abflusses mit minimalem Widerstand konnte die Gewebespannung deutlich reduziert 
werden (Abb. 3-1.1). Die Folge war eine deutliche Steigerung der Zellausbeute um den 
Faktor 2-3, sowie eine Verbesserung der Viabilität der Zellen um etwa 10% im 
Trypanblau-Ausschlußverfahren.  
  
 
 
 
Abb. 3-1.1: Reduktion des Perfusionswiderstandes durch Verlagerung der Leber aus  
 der Bauchhöhle (A) auf einen Lochtrichter (B) und damit Elimination des wider-  
 standserzeugenden posthepatischen Gefäßsystems. Gleichzeitig Verringerung der  
 Volumenflußrate. Deutlich höhere Spannung der Leberkapsel auf Bild A (Pfeile). 
b) Perfusionsdauer. Die Leber wurde so lange perfundiert, bis die bindegewebige 
Leberkapsel auf leichten Druck oder spontan einzureißen begann und das Organ 
deutlich aufweichte.  
Unter den anfänglichen Perfusionsdrücken stellte sich dieser Zustand nach 15-20 min. 
Perfusion mit PBS (calciumfreie Lösung) und 25 min. mit Collagenase ein. Mit der 
Reduktion des Druckes mußte die Perfusionsdauer auf 40 min. mit calciumfreier 
Lösung und 30 min. mit Collagenase erhöht werden. 
Die Kapsel riß dabei nicht mehr spontan ein, wie es bei höherem Druck der Fall war, 
sondern erst auf leichten Druck mit der Pinzette.   
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c) Perfusionslösungen.   
In der ersten Hälfte der Perfusionszeit mit calciumfreier Lösung wurde PBS mit 12,5 
mmol/l EGTA verwandt, um durch Komplexierung der Calciumionen  den 
Calciumentzug aus dem Organ zu verbessern. In der zweiten Hälfte der ersten 
Perfusionsphase wurde PBS ohne EGTA eingesetzt, um das eingebrachte EGTA wieder 
herauszuwaschen, damit die Funktion der Ca2+-abhängigen Collagenase in der 
nachfolgenden Perfusionsphase  nicht beeinträchtigt wird.  
BERRY et al. (1991) beschreiben sowohl den Einsatz einer eiskalten, als auch einer 
raumtemperierten calciumfreien Lösung im Rahmen der Hepatozytenisolation, mit 
jeweils unterschiedlichen Vor- und Nachteilen für die isolierten Zellen (siehe 
Diskussion). Bei den hier durchgeführten Perfusionen wurde zunächst 4-6°C kalte PBS-
Lösung eingesetzt, später das Schema aber auf eine oxygenierte und raumtemperierte 
Lösung (22-24°C) umgestellt, was in einer höheren Viabilität der Zellen resultierte (ca. 
+10%).  
Die handelsüblichen Collagenasen bestehen aus einer Mischung verschiedener Enzyme, 
in der Regel Collagenase aus Clostridium histolyticum, Clostripain, Trypsinähnliche 
Protease, Neutrale Protease und weiteren, sind also sehr heterogener Natur und 
aufgrund verschieden starker relativer Enzymaktivitäten von unterschiedlicher 
Wirksamkeit. Für die Anwendbarkeit bei der Isolation von Tupaiahepatozyten wurden 
vier verschiedene Collagenasen unterschiedlicher Hersteller getestet: 
Gute Resultate ergab die „Collagenase P“ der Firma ROCHE; „Collagenase Hep plus“ 
(Fa. SERVA) und Collagenase Typ II der Firma SIGMA  erwiesen sich hier jedoch 
hinsichtlich Qualität (ca. 90% Viabilität) und Quantität der gewonnenen Hepatozyten 
als noch besser geeignet.  
Die von der Fa. GIBCO angebotene, Collagenase und Dispase enthaltende 
Perfusionslösung „Liver digest medium“ mit nicht genau bekannter Zusammensetzung 
hingegen führte kaum zu einer Aufweichung der Leber und einer deutlich geringeren 
Zellausbeute, bei einer Viabilität von ca. 80%. 
Durch die kombinierte Anwendung all dieser modifizierten Parameter konnte die 
Viabilität der isolierten Zellen von ca. 65% auf über 90% im Trypanblau-
Ausschlußverfahren gesteigert werden. Quantitativ war eine Erhöhung der Zellausbeute 
um etwa den Faktor 3 möglich. So konnten bei einem durchschnittlichen Lebergewicht 
von ca. 6 g (Minimum: 3,65 g, Maximum: 10,18 g) durchschnittlich etwa 10 x 106 
Zellen / g Leber gewonnen werden (Minimum: 6,16 x 106, Maximum: 14,18 x 106). 
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Generell war die Isolation von Tupaiahepatozyten immer ergiebiger als die von 
Rattenhepatozyten. 
Als wohl bedeutsamster Faktor erwies sich die Modifikation der Volumenflußrate, mit 
der die Leber perfundiert wurde, in Kombination mit der daran angepaßten 
Perfusionsdauer.   
Einen deutlich geringeren Einfluß auf Qualität und Quantität der isolierten Zellen hatten 
auch die Eigenschaften der Perfusionslösungen, und zwar sowohl die Temperatur der 
calciumfreien Lösung, als auch die verwendete Collagenase-Präparation. 
Eine Übersicht gibt Tabelle 3.1: 
 
 
 
 
Tab. 3.1: Änderung von Viabilität und Zellausbeute bei der Isolation primärer Tupaia-  
 hepatozyten durch Modifikation von Volumenflußrate (b) und Eigenschaften der   
 Perfusionslösungen (c).  
Perfusionsschema  Viabilität Zellausbeute 
(Zellen / g Leber)
a) Perfusion mit 25 ml/min, 20 min mit kaltem (4-6°C)    
    PBS, 25 min mit „Collagenase P“ (ROCHE)  
~65 % ~ 3,5 x 106
   
b) Perfusion mit 8 ml/min, 40 min mit kaltem (4-6°C)  
     PBS, 30 min mit „Collagenase P“ (ROCHE) 
~75 % ~ 8,5 x 106
   
c) Verwendung von oxygeniertem, warmem (22-24°C)  
     PBS und PBS + 12,5 mmol/l EGTA, sonst wie b) 
 
~85 % ~ 8,5 x 106
   + Verwendung von „Liver Digest Medium“ (GIBCO) 
 
~80 %  ~ 6,5 x 106  
   + Verwendung von „Collagenase Hep plus“ (SERVA)  
       oder „Collagenase Typ II“ (SIGMA) 
~90-95 % ~ 10 x 106
 
 
Das in Kapitel 2.2.1 beschriebene Vorgehen zur Isolation primärer Hepatozyten 
berücksichtigt die hier beschriebenen Verbesserungen der Methode. 
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3.1.2 Kryopräservation 
Für eine bessere und kurzfristigere Versuchsplanung ist es wünschenswert, bei Bedarf 
Zellen schnell und in variablen Größenordnungen zur Verfügung zu haben, ohne sie 
unmittelbar vor Versuchsbeginn  aufwendig isolieren zu müssen. Eine Möglichkeit 
hierzu bietet die Kryopräservation von Zellen, welche bei Tumorzellinien gut etabliert 
und weit verbreitet ist. Auch bei primären Hepatozyten wäre die Möglichkeit der 
Kryopräservation isolierter Zellen in kleinen Portionen sinnvoll, um verschiedene 
Versuche zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit den gleichen Zellen durchführen und 
optimal vergleichen zu können. Die Problematik bei diesem Vorgehen besteht darin, 
daß es sowohl beim Einfrieren durch intrazelluläre Eiskristallbildung (HARRIS et al. 
1991), als auch beim Auftauen durch Apoptose und Nekrose (BAUST et al. 2000) zu 
Zellverlusten kommt. 
Zuerst wurde der Versuch unternommen, durch Modifikation eines Protokolls zum 
Einfrieren und Auftauen von Zellinen, wie es bei LINDL u. BAUER (1987) beschrieben 
ist, primäre Tupaiahepatozyten einzufrieren und aufzutauen. Dabei wurden die frisch 
isolierten Zellen nach einem Ein-Schritt-Protokoll unter Verwendung eines 
Gefriermediums aus 54% DMEM, 26% FKS und 20% DMSO eingefroren,  das 
Auftauen fand auch nach einem Ein-Schritt-Protokoll mit sofortiger Reduktion der 
DMSO-Konzentration auf 2% und Zentrifugation für 6 min. bei 40 x g und 4°C statt. 
Dieses Vorgehen resultierte im Tod aller Zellen noch während dieser Prozedur.  
In einem neuen Versuchsansatz wurden die frisch isolierten Hepatozyten in einer Ein-
Schritt-Technik unter Verwendung eines eiskalten Gefriermediums aus 70% 
modifizierter „University of Wisconsin solution“ („UW-Lösung“), 20% fetalem 
Kälberserum und 10% DMSO sofort für einen Tag bei -70°C eingefroren, und 
anschließend bei -165°C gelagert. Die UW-Lösung wurde dahingehend modifiziert, daß 
sie mit 5% Polyethylenglykol (PEG) versetzt wurde; es wurde beschrieben, daß durch 
PEG die Peroxidierung von Lipiden in der Zellmembran kältepräservierter Hepatozyten 
reduziert werden kann (MACK et al. 1991, BEN ABDENNEBI et al. 2002).   
Das Auftauen der Zellen fand unter schrittweiser Reduktion der DMSO-Konzentration 
in 5-minütigen Intervallen statt, anschließender Zentrifugation für 6 min. bei 4°C und 
40 x g und Resuspendierung des Zellpellets in 37°C warmen „Anheftungsmedium“ 
(Näheres s. „Material und Methoden“). 
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Eine ähnliche Methode zur Kryopräservation von primären Hepatozyten wurde von 
DANDRI et al. (2001) beschrieben, zunächst für die Anwendung an Hepatozyten des 
nordamerikanischen Waldmurmeltiers (Marmota monax). Dabei überlebte ein Großteil 
der Zellen einen Einfrier-Auftau-Zyklus. Durch einige Modifikationen wurde hier 
dieses Protokoll für die Anwendung an primären Tupaiahepatozyten optimiert. 
Nach Beendigung des praktischen Teils dieser Arbeit berichteten auch DANDRI et al. 
(2005) über die Anwendung ihrer Kryopräservationsmethode an primären Tupaia-
hepatozyten. 
Nach der Trypanblau-Ausschlußmethode lag die Viabilität der frisch isolierten 
Hepatozyten im Mittel bei etwa 90%, die Anheftungsrate bei ca. 75 bis 80%; nach 
einem Einfrier-Auftau-Zyklus betrug die Viabilität 70 bis 80% (Abb. 3-1.2), ca. 60% 
der Zellen hefteten sich an die Collagenmatrix der Zellkulturschale an.  
Wurde im Gefriermedium die UW-Lösung durch DMEM substituiert, so sanken 
Viabilität und Anheftungsrate der Hepatozyten um 10-15% (Tab. 3.2). 
 
 
 
 
Tab. 3.2: Viabilität und Anheftungsrate von primären Tupaiahepatozyten direkt  
 nach Isolation (a) und nach einem Einfrier-Auftau-Zyklus unter Verwendung von   
 DMEM bzw. UW-Lösung als Bestandteil des Gefriermediums (b und c).  
 Viabilität 
 
Anheftungsrate 
a) Frisch isolierte Zellen 90 - 95 % 75 - 80 % 
   
b) Einfrieren / Auftauen mit DMEM 
 
60 - 65 % 50 - 60 % 
c) Einfrieren / Auftauen mit UW-Lösung 
 
70 - 80 % 60 - 65 % 
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Abb. 3-1.2: Primäre Tupaiahepatozyten direkt nach Auftauen; Trypanblaufärbung  
 zur  Identifikation toter Zellen (Pfeile). Hellfeldmikroskopie, Mikroskop- 
 vergrößerung 100x (A) bzw. 200x (B).   
Diejenigen Hepatozyten, die einem Einfrier-Auftau-Zyklus ausgesetzt waren, wiesen 
am ersten Tag der Kultivierung gegenüber frisch isolierten Zellen keine erkennbaren 
morphologische Unterschiede auf (Abb. 3-1.3). Sie ließen sich auch über einen genauso 
langen Zeitraum kultivieren.  
Das gleiche Protokoll konnte mit vergleichbaren Ergebnissen auf primäre 
Rattenhepatozyten übertragen werden. 
 
 
 
 
Abb. 3-1.3: Primäre Tupaiahepatozyten, einen Tag nach Kultivierung. 
 A, B: Kryopräservierte Zellen. C, D: Frisch isolierte Zellen.  
 Es sind lichtmikroskopisch praktische keine morphologischen Unterschiede erkennbar.  
 Phasenkontrastmikroskopie, Mikroskopvergrößerung  200x (A, C) bzw. 320x (C, D). 
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3.2. Charakterisierung von Proteinexpression und funktioneller Differenzierung 
primärer Tupaiahepatozyten 
Primäre Hepatozyten zeigen unter Zellkulturbedingungen sehr schnell Zeichen der 
Dedifferenzierung. Dies zeigt sich sowohl morphologisch, als auch durch den Verlust 
leberzellspezifischer Funktionen, sowie einem veränderten Expressionsmuster von 
Zytokeratinen und Intermediärfilamenten. Ein hoher Differenzierungszustand der Zellen 
kann durch die Zugabe von DMSO und Dexamethason zum Zellkulturmedium, und 
Kultivierung auf einer Collagenmatrix aufrechterhalten werden (MARCEAU u. 
LORANGER 1995, ARTERBURN et al. 1995). Die Expression bestimmter 
Zytoskelettkomponenten steht dabei in einem charakteristischen  Verhältnis zur 
Produktion leberspezifischer Proteine und damit leberspezifischer Funktionen. 
Um genauere Aufschlüsse über den Differenzierungszustand der unter definierten 
Bedingungen kultivierten Tupaiahepatozyten zu erhalten, wurden sie auf die Expression  
verschiedener Zytoskelettfilamente und Oberflächenrezeptoren untersucht.  
Die Zellen wurden auf einer Collagenmatrix (Typ I Collagen) und in einem DMSO- und 
Dexamethason-haltigen Medium („Tupaiamedium“) kultiviert (siehe „Material und 
Methoden“).  
 
3.2.1 Expression von Tubulin und Vimentin 
a) Tubulin. Tubulin ist ein dimeres, ca. 50kD großes Protein, welches als 
Hauptbestandteil von Mikrotubuli und Zentriolen in allen kernhaltigen Zellen 
vorkommt, und phylogenetisch hoch konserviert ist, das heißt kaum Unterschiede 
zwischen auch weit entfernten Arten zeigt (JUNQUEIRA et al. 1996). In isolierten 
(Ratten-) Hepatozyten liegen ca. 15% des vorhandenen Tubulins als Strukturbestandteil 
von Mikrotubuli vor, der Rest als lösliches Protein, welches ca. 1% der löslichen 
Zellproteine ausmacht (REAVEN et al. 1977). 
 
Tubulin in Form von Mikrotubuli konnte in allen kultivierten Tupaiahepatozyten in der  
konfokalen Laser-scanning Mikroskopie mit einem Antikörper gegen acetyliertes α-
Tubulin nachgewiesen werden (Abb. 3-2.1).  
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Abb. 3-2.1: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Tubulin (grün) in  
 primären Tupaihepatozyten. A: Bündel von Mikrotubuli sind gut erkennbar (Pfeil). 
 B: Negativkontrolle.  
 Konfokale Laser-scanning Mikroskopie, Mikroskopvergrößerung 630x.  
 
b) Vimentin. Das Intermediärfilament Vimentin wird vornehmlich in mesenchymalen, 
embryonalen und undifferenzierten Zellen exprimiert, und spielt eine Rolle in der 
Aufrechterhaltung der Zellstruktur (JUNQUEIRA et al. 1996). Die Expression von 
Vimentin in kultiverten Hepatozyten ist in starkem Maße abhängig vom 
Differenzierungszustand der Zellen. Vereinfacht ausgedrückt, nimmt die 
Vimentinexpression mit zunehmender Differenzierung ab. Ausführlichere 
Informationen hierzu sind dem Diskussionsteil (Kap. 4.2) zu entnehmen.  
Das Vorhandensein von Vimentinfilamenten konnte in Tupaiahepatozyten, die drei 
Tage lang auf einer Collagenmatrix und in „Tupaiamedium“ kultiviert wurden, 
prinzipiell nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich, daß nicht alle kultivierten 
Hepatozyten Vimentin exprimierten, sondern bevorzugt solche, die entweder solitär 
lagen, oder aber in der Peripherie eines zusammenhängenden Zellverbandes.  
Zwischen diesen beiden Vimentin-positiven Hepatozytenpopulationen war weiterhin 
das intrazelluläre Verteilungsmuster unterschiedlich: Bei den einzeln liegenden Zellen 
waren die Filamente in mehreren dicken Bündeln organisiert, die das Zytoplasma 
durchzogen, und sich perinukleär verdichteten. Lagen die Zellen in einem Zellverband, 
so war das Vimentin fast homogen über das gesamte Zytoplasma verteilt, mit einer 
verstärkten Ansammlung unter der zur Peripherie hin gelegenen Zytoplasmamembran 
(Abb.3-2.2). 
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 Abb. 3-2.2: Immunfluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Vimentin (grün) in  
 primären Tupaiahepatozyten.  
 A: Bei solitär liegenden Zellen sind die Filamente in dicken Strängen organisiert  (blaue  
 Pfeile), und verdichten sich perinukleär (weißer Pfeil).  
 B: In Zellverbänden fallen Verdichtungszonen an den Außenrändern (orange Pfeile) bei  
 sonst relativ homogener Verteilung der Filamente im Zytoplasma auf. 
 C: Negativkontrolle. 
 Konfokale Laser-scanning Mikroskopie, Mikroskopvergrößerung 630x. 
 
 
 
 
 
  
 
3.2.2 Funktioneller Nachweis hepatozytärer Oberflächenrezeptoren  
Um die Funktionalität der kultivierten Tupaiahepatozyten zu charakterisieren, wurde die 
Funktion von Oberflächenrezeptoren, die normalerweise nur von differenzierten 
Hepatozyten sowohl in vivo als auch in vitro exprimiert werden, untersucht.  
Zu den am besten erforschten hepatozytären Rezeptoren gehören der Transferrin- und 
der Asialoglykoproteinrezeptor (ASGPR). 
 
a) Untersuchung des Asialoglykoproteinrezeptors. Der Asialoglykoproteinrezeptor 
(ASGPR) kommt ausschließlich auf Hepatozyten vor, wo er bevorzugt an der 
sinusoidalen (basolateralen) Zytoplasmamembran lokalisiert ist. Er vermittelt die 
Aufnahme von Glykoproteinen, bei denen der endständige Sialinsäurerest der 
Glykankette abgespalten wurde (Asialoglykoproteine), durch Bindung von endständigen 
D-Galaktose- oder D-N-Acetylgalaktosamin-Resten. Desialylierte Glykoproteine 
werden also unabhängig von der Beschaffenheit ihres Proteinanteils, und damit 
weitgehend unabhängig von ihrer Herkunftsspezies aufgenommen. Der Rezeptor 
kommt bei praktisch allen Säugetieren vor, und ist phylogenetisch hoch konserviert 
(SPIESS 1990). Er wird auch von der Hepatomzellinie HepG2 exprimiert (BISCHOFF 
u. LODISH 1987). 
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Zur Untersuchung der Funktionsfähigkeit des ASGPR bei isolierten Tupaiahepatozyten 
wurden die auf collagenisierten Deckgläschen kultivierten Zellen für 90 min. bei 37°C 
mit einem Nährmedium (DMEM) inkubiert, das pro Ansatz 500 ng lactosyliertes, 
Fluoresceinisothiocyanat- (FITC-) markiertes Humanalbumin enthielt (durch die 
Laktosylierung erhält das Albumin endständige Galaktosylreste), danach gründlich 
gewaschen und fixiert. Zum Vergleich dienten primäre Rattenhepatozyten und HepG2-
Zellen. Die Zellen wurden zu keinem Zeitpunkt auf irgendeine Art und Weise 
permeabilisiert. 
In einem direkten Fluoreszenztest mittels konfokaler Laser-scanning Mikroskopie 
konnte das markierte lactosylierte Albumin sowohl in den primären Zellen, als auch in 
HepG2-Zellen nachgewiesen werden. Entweder stellte es sich in Form von größeren, 
zytoplasmatischen Foci dar, oder aber andererseits feingranulär über die Zelle verteilt. 
(Abb. 3-2.3). In den Präparaten mit primären Zellen war ein deutliches 
Fluoreszenzsignal in ca. 60-65% der Zellen nachweisbar.  
Stellte man bei Präparaten, bei denen Tupaiahepatozyten mit lactosyliertem, FITC-
markierten Albumin inkubiert wurden, nach der Inkubation in einem indirekten 
Immunfluoreszenztest Vimentin dar, so stellten sich folgende Gegebenheiten dar:  
Bei denjenigen Zellen, die eine starke Vimentinexpression zeigten, konnte keine 
Aufnahme von markiertem lactosylierten Albumin nachgewiesen werden. Die 
Darstellung einer solchen Aufnahme gelang nur in solchen Zellen, die sehr wenig 
Vimentin exprimierten (Abb. 3-2.4). 
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Abb. 3-2.3: Aufnahme von lactosyliertem und FITC-markierten Humanalbumin (grün);  
 Nachweis größerer Ansammlungen (rote Pfeile) neben einer feingranulären Verteilung  
 (blaue Pfeile) in primären Tupaiahepatozyten (A), primären Rattenhepatozyten (C)  
 und HepG2-Zellen (E).  B, D, F: Negativkontrollen. 
 Konfokale Laser-scanning Mikroskopie, Mikroskopvergrößerung 630x. 
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Abb. 3-2.4: Simultane Darstellung von laktosyliertem, FITC-markierten Human- 
 albumin (grün) und Vimentin (rot) in primären Tupaiahepatozyten.  
 Das laktosylierte FITC-Albumin ist, feingranulär, in relevantem Maße nur bei einer  
 Zelle nachweisbar, die wenig Vimentin exprimiert (Pfeile). Bei den Zellen mit starker  
 Vimentinexpression ist praktisch kein FITC-Signal erkennbar.  
 A: Grüner Kanal (nur lakt. FITC-Albumin); B: Roter Kanal (nur Vimentin) 
 C: Überlagerungsbild (lakt. FITC-Albumin + Vimentin) D: Negativkontrolle. 
 Konfokale Laser-scanning Mikroskopie, Mikroskopvergrößerung 630x. 
 
 
In den primären Hepatozytenkulturen fanden sich teilweise in kleinen Mengen (< 2%) 
auch nichtparenchymatische Leberzellen, die sich an Hand ihrer Größe und 
Morphologie gut von Hepatozyten unterscheiden ließen. In ihnen ließ sich Vimentin 
nachweisen, aber nie eine Bindung oder Aufnahme von lactosyliertem, FITC-
markierten Humanalbumin (Abb. 3-2.5). 
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Abb. 3-2.5: Simultane Darstellung von Vimentin (rot) und lactosyliertem FITC- 
 Humanalbumin (grün) in nichtparenchymatischen Tupaialeberzellen; ein Signal des  
 grün markierten Albumins ist nicht nachweisbar. 
 A: Roter Kanal (nur Vimentin); B: Grüner Kanal (nur lact. FITC-Albumin). 
 Konfokale Laser-scanning Mikroskopie, Mikroskopvergrößerung 630x. 
 
 
b) Untersuchung des Transferrinrezeptors. Der Transferrinrezeptor (CD 71) vermittelt 
die Aufnahme von an (Apo-)Transferrin gebundenen Eisenionen in Zellen; er wird 
vornehmlich auf Hepatozyten, KUPFFER-Zellen, pankreatischen β-Zellen und Zellen 
von Hoden, Hypophyse und  Epidermis exprimiert (GATTER et al. 1983). Sein 
Vorkommen auf primären Rattenhepatozyten und auf HepG2-Zellen wurde ebenfalls 
beschrieben (THORSTENSEN  u. ROMSLO 1984, HIRSH et al. 2002). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tupaiahepatozyten, die auf collagenisierten 
Deckgläschen in „Tupaiamedium“ kultiviert wurden, 90 min. lang bei 37°C mit einem 
Nährmedium (DMEM) inkubiert, dem pro Ansatz 500 ng humanes, AlexaFluor 594-
markiertes Transferrin zugegeben wurden. Nach ausgiebigem Waschen wurden die 
Präparate fixiert und mittels konfokaler Laser-scannig Mikroskopie untersucht. Zum 
Vergleich dienten HepG2-Zellen. 
Bei HepG2-Zellen konnte das markierte Transferrin in Form von kleinen 
zytoplasmatischen Herden nachgewiesen werden; in primären Tupaiahepatozyten stellte 
es sich jedoch nicht dar (Abb. 3-2.6). 
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 Abb. 3-2.6: Aufnahme von humanem Transferrin-Ax594 (rot). 
 A: Bei primären Tupaiahepatozyten ist keine Aufnahme nachweisbar.  
 C: In HepG2-Zellen stellt sich das aufgenommene Transferrin in kleinen, 
 runden, zytoplasmatischen Foci dar (Pfeile).  
 B, D: Negativkontrollen von Tupaia- bzw. HepG2-Zellen. 
 Konfokale Laser-scanning Mikroskopie, Mikroskopvergrößerung 630x.  
 
 
 
 
c) Nachweis hepatozellulärer Oberflächenrezeptor-Strukturen. 
Mittels eines indirekten Immunfluoreszenztests mit Primärantikörpern gegen den 
humanen Transferrin- bzw. Asialoglykoproteinrezeptor wurde versucht, diese 
Rezeptoren auf Tupaiahepatozyten zu markieren, und mit Hilfe eines 
fluorophormarkierten Sekundärantikörpers darzustellen. In beiden Fällen blieb der 
Nachweis jedoch negativ.  
 
3.2.3 Immunzytochemische Darstellung von Zellstrukturen  
Primäre Tupaiahepatozyten zeigten in der Fluoreszenzmikroskopie eine starke 
Autofluoreszenz in allen Kanälen des verwendeten Mikroskops. Vor allem bei 
Anregung mit blauem Licht (488 nm) war eine kräftige Emission  von grünem Licht zu 
verzeichnen. Die starke Eigenfluoreszenz machte die Erkennung und Darstellung von 
diskreteren Befunden in der Immunfluoreszenz wegen des schlechten Signal-Rausch-
Verhältnisses äußerst schwierig. Deswegen wurde geprüft, ob es eine immun-
zytochemische Methode gibt, die einerseits vergleichsweise oder höher sensitiv sein 
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sollte als die Immunfluoreszenz, andererseits aber ein geringeres unspezifisches 
Hintergrundsignal erzeugen sollte. Hierfür wurde zunächst ein Immunzytochemie-
System getestet, bei dem eine an den Sekundärantikörper gekoppelte 
Meerrettichperoxidase das Substrat Diaminobenzidin (DAB) zu einem braunen Produkt 
umsetzt; als Primärantikörper diente ein Anti-Vimentin Antikörper. Bei dieser Methode 
gab es zwar ein sehr geringes Hintergrundsignal, jedoch waren die Sensitivität und das 
strukturelle Auflösungsvermögen unbefriedigend (Abb. 3-2.7, A-C). 
Ein anderes Immunzytochemie-System, das auf der Reaktion eines chromogenen 
Substrats mit einem Alkalische Phosphatase - Anti-Alkalische Phosphatase (APAAP)-
Komplex zu einem intensiv roten Produkt beruht, ergab hingegen sehr gute Ergebnisse:  
Es war hoch sensitiv, und zeigte ein sehr feines strukturelles Auflösungsvermögen, bei 
sehr geringen unspezifischen Hintergrundsignalen. Durch Gegenfärbung der Zellen mit 
Hämalaun  (blau) konnte zudem der Signalkontrast erhöht werden (Abb. 3-2.7 D-F). 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-2.7: Immunzytochemische Darstellung von Vimentin in primären Tupaiahepatozyten. 
 A, B: Mit einem DAB-System stellt sich Vimentin braun dar, die Sensitivität ist jedoch  
 relativ gering, ebenso die Signalschärfe. C = Negativkontrolle. 
 D, E: Sehr sensitive und scharfe Darstellung des Vimentins (rot) mit einem APAAP- System,  
 starker Kontrast durch Gegenfärbung mit Hämalaun (blau). F = Negativkontrolle.  
 Hellfeldmikroskopie, Mikroskopvergrößerung 400x bzw. 200x (D). 
 In solitär liegenden Zellen deutliche Bündelung des Vimentins (blaue Pfeile) und perinukleäre   
 Verdichtung (schwarze Pfeile), bei Zellverbänden eher verstärkte Ansammlung von  
 Filamenten an den äußeren Zellrändern (orange Pfeile). Vergleiche auch Abb. 3-2.2. 
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3.3. Infektion primärer Tupaiahepatozyten mit dem humanen Hepatitis B-Virus 
Die Infektion mit dem humanen Hepatitis B-Virus (HBV) gilt als hoch 
speziesspezifisch. Außer Mensch und Schimpanse galten lange Zeit alle anderen 
Spezies als refraktär für eine Infektion mit HBV in vivo oder in vitro. Alle etablierten 
humanen Hepatomzellinien wie HepG2 oder HuH7 sind nicht suszeptibel für eine 
Infektion - mit Ausnahme der erst vor kurzem beschriebenen Zellinie HepaRG (u.a. 
GRIPON et al. 2002), die jedoch beim Erstellen dieser Arbeit nicht zur Verfügung 
stand. Durch das Fehlen eines geeigneten Zellinien- oder Kleintiermodells wurde die 
Erforschung der frühen Infektionsphasen mitsamt der Mechanismen der Virusbindung 
und -penetration lange Zeit wesentlich erschwert. Mit der Entdeckung der 
Infizierbarkeit des ostasiatischen Spitzhörnchens Tupaia belangeri mit HBV in vivo und 
in vitro, ist dies das bisher einzige bekannte Kleintier, das für das Studium der frühen 
Phasen der HBV-Infektion zur Verfügung steht (u.a. SU 1987, YAN et al. 1996, 
WALTER et al. 1996). 
Bei den Experimenten im Rahmen dieser Arbeit wurden nur in vitro-Infektionen 
isolierter Tupaiahepatozyten vorgenommen. Alle Tupaias wiesen im Serum weder HBs-
Antigen (HBsAg) noch HBV-DNA auf. 
Bei der Infektion primärer Tupaiahepatozyten mit HBV unter unterschiedlichen 
Bedingungen diente der Nachweis von neu synthetisiertem HBsAg als ein Zeichen für 
eine bestehende akute HBV-Infektion. Dafür wurde das APAAP-Immunzytochemie-
System mit einem monoklonalen Anti-HBs-Antikörper als Primärantikörper verwendet 
(Näheres s. „Material und Methoden“). Die Verwendbarkeit dieses Systems für den 
Nachweis von intrazellulärem HBsAg wurde zunächst an zwei Hepatomzellinien 
etabliert, an transient mit einem HBV-Plasmid (991-T7) transfizierten HuH7-Zellen, 
sowie an der Zellinie HepG2.2.15. HuH7-Zellen waren einen Tag nach Auftauen und 
Kultivierung auf collagenisierten Deckgläschen mit dem 991-T7-Plasmid transfiziert 
worden, und wurden noch drei Tage in einem Medium mit 1% DMSO weiterkultiviert. 
Der Transfektionserfolg und die -effizienz waren durch parallele Transfektion eines 
GFP-Plasmids bestimmt worden, welches für ein grün fluoreszierendes Protein (GFP) 
codiert.  
HepG2.2.15-Zellen wurden nach Auftauen drei Tage lang auf collagenisierten 
Deckgläschen in einem Medium mit 1% DMSO kultiviert.  
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In beiden Versuchsansätzen war das HBsAg intrazellulär deutlich nachweisbar, bei 
HepG2.2.15-Zellen in jeder Zelle, bei den transfizierten HuH7-Zellen in ca. 7-10% der 
Zellen; dabei stellte sich das HBsAg vornehmlich als ringförmiger, perinukleärer Saum 
dar (Abb. 3-3.1). 
 
 
 
 
Abb. 3-3.1: Immunzytochemische Darstellung von HBsAg (rot) in Hepatomzellinien. 
 A: Transfizierte HuH7-Zellen; B = native HuH7-Zellen (Negativkontrolle). 
 C: HepG2.2.15-Zellen; D = HepG2-Zellen (Negativkontrolle). 
 Häufig Ansammlung des HBsAgs in einem perinukleären Saum (Pfeile).  
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 200x.  
 
3.3.1 Infektion mit gereinigten HBV-Präparationen  
Im Blut chronisch HBV-infizierter Personen zirkulieren in individuell unterschiedlichen 
Konzentrationen sowohl infektiöse Viruspartikel, als auch nicht infektiöse subvirale 
Partikel, die nur aus den Hüllproteinen des Hepatitis B-Virus bestehen. Aus dem 
Blutserum solcher Personen können mit verschiedenen Methoden Viren und subvirale 
Partikel hochrein in hohen Konzentrationen extrahiert werden.  
 
Für die folgenden Studien wurden hoch gereinigte Hepatitis B-Viren verwendet, die aus 
dem Serum eines chronisch HBV-Infizierten („ID 259“) mittels einer 
Sucrosegradienten-Zentrifugation isoliert worden waren, wie sie bei GLEBE et al. 
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(2003) beschrieben ist. Die Viren hatten den Genotyp D, HBsAg-Subtyp ayw2, das 
Ursprungsserum wies 2 x 109 HBV-Genome/ml auf, war HBeAg-positiv und enthielt 
10µg/ml HBsAg.  
 
a) Infektion frisch isolierter Zellen. Primäre Tupaiahepatozyten wurden nach der 
Isolation auf collagenisierten Deckgläschen und in Tupaiamedium drei Tage lang 
kultiviert. Auf jedem Deckgläschen befanden sich ca. 103 Zellen. Am dritten Tag wurde 
das Zellkulturmedium abgenommen, und durch 1ml virushaltiges Infektionsmedium pro 
Präparat ersetzt.  
Zunächst sollte festgestellt werden, wie hoch die Infektionsdosis (in HBV-
Genomäquivalenten („genome equivalents“ = ge) pro Zelle) sein muß, damit eine 
Infektion nachweisbar wird. Hierfür wurden 1 ge / Zelle (entsprechend 103 Viren / 
Zellkulturschale), 10 ge / Zelle (104 Viren / ZK-Schale), 100 ge / Zelle (105 Viren / ZK-
Schale) und 1.000 ge / Zelle (106 Viren / ZK-Schale) gewählt. Die Zellen wurden über 
Nacht (ca. 15h) mit dem virushaltigen Medium inkubiert, anschließend wurde das 
Inokulat entfernt, die Zellen dreimal mit Medium gewaschen, und für 10 Tage in 
„Tupaiamedium“ weiterkultiviert. Am Tag 10 post infectionem (p.i.) wurden die 
Deckgläschen mit den Zellen fixiert, und immunzytochemisch HBsAg nachgewiesen. 
Es zeigte sich, daß nur in denjenigen Präparaten, die mit 1.000 ge / Zelle inokuliert 
wurden, Zellen zu sehen waren, die HBsAg-positiv und damit infiziert waren; der Anteil 
positiver Zellen lag jedoch unter einem Prozent. In den Ansätzen mit 1 bzw. 10 bzw. 
100 ge / Zelle war immunzytochemisch kein zellassoziiertes HBsAg nachzuweisen.  
Als nächstes wurde untersucht, nach welchem Zeitraum post infectionem HBsAg in den 
Zellen nachweisbar wird. Dazu wurden frisch isolierte Tupaiahepatozyten nach obigem 
Schema mit einer Infektionsdosis pro Zelle („multiplicity of infection“, MOI) von 1.000 
inkubiert, die Präparate an den Tagen 1, 3, 6 und 10 p.i. fixiert und immunzytochemisch 
auf HBsAg untersucht. Bei den Präparaten, die an den Tagen 1, 3 und 6 p.i. fixiert 
wurden, war kein HBsAg nachweisbar (Abb. 3-3.2). Ab Tag 10 p.i. konnte HBsAg in 
Tupaiahepatozyten dargestellt werden; der positive Nachweis beschränkte sich jedoch 
lediglich auf maximal 1% der Zellen, welche  praktisch immer inmitten eines größeren 
Zellverbands lagen. 
Bei der intrazellulären Verteilung des HBsAgs fiel ein deutlicher, direkt an den Zellkern 
grenzender Randsaum auf; ansonsten erschien es relativ homogen über das gesamte 
Zytoplasma verteilt. (Abb. 3-3.3). 
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Abb. 3-3.2: Infektion frisch isolierter primärer Tupaiahepatozyten mit gereinigtem  
 HBV (1.000 ge / Zelle). 
 A, B, C: Der immunzytochemische Nachweis von HBsAg (rot) ist in den ersten 6  
 Tagen nach Infektion (d1 - d6)  noch negativ. 
 D: Am Tag 10 p.i. (d10) sind einzelne HBsAg-positive Zellen erkennbar (Pfeil). 
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 200x. 
 
 
 
 
Abb. 3-3.3: Frisch isolierte, mit gereinigtem HBV infizierte Tupaiahepatozyten  an  
 Tag 10 p.i.. Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot), Gegenfärbung mit  
 Hämalaun (blau). 
 A, B: Das HBsAg ist fast homogen über das Zytoplasma verteilt, ein besonders intensiver  
 Saum umschließt ringförmig den Zellkern (Pfeile). Mikroskopvergrößerung 400x.  
 
b) Infektion kryopräservierter Zellen. In allen bisher beschriebenen in vitro-
Infektionen primärer Tupaiahepatozyten mit HBV wurden stets frisch isolierte Zellen 
verwendet (u.a. WALTER et al. 1996, KÖCK et al. 2001). Ob kryopräservierte Zellen 
suszeptibel für eine Infektion sind, war nicht bekannt.  
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Nach der Etablierung eines geeigneten Protokolles zur Kryopräservation primärer 
Tupaiahepatozyten wurde untersucht, ob die Suszeptibilität dieser Hepatozyten für eine 
HBV-Infektion nach einem Einfrier-Auftau-Zyklus erhalten bleibt. Hierzu wurden 
Zellen verwendet, die direkt nach der Isolation eingefroren, und mehrere Tage lang bei          
-165°C in flüssigem Stickstoff aufbewahrt wurden.  
Nach dem Auftauen wurden sie auf collagenisierten Deckgläschen drei Tage lang in 
Tupaiamedium kultiviert; auf jedem Präparat befanden sich ca. 4 x 104 Zellen. Am 
dritten Tag nach dem Auftauen wurde das Zellkulturmedium abgenommen, und durch 
jeweils 1ml Infektionsmedium mit 4 x 107 Genomäquivalenten (1.000 ge / Zelle) 
ersetzt. Dieses Medium wurde über Nacht (ca. 15h) auf den Zellen belassen, dann 
wurden sie dreimal mit Medium gewaschen, anschließend für 10 Tage weiterkultiviert, 
fixiert, und immunzytochemisch auf HBsAg untersucht. 
In den kryopräservierten Zellen war 10 Tage p.i. HBsAg nachweisbar. Hinsichtlich 
Infektionseffizienz und intrazellulärer Verteilung des HBsAgs war kein signifikanter 
Unterschied zu frisch isolierten Zellen erkennbar; maximal 1% der Zellen waren 
HBsAg-positiv, und es zeigte sich wieder ein perinukleärer Ring erhöhter 
Signalintensität (Abb. 3-3.4).  
 A
  
   
  
bb. 3-3.4: Infektion kryopräservierter Tupaiahepatozyten mit gereinigtem HBV. 
Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot) am Tag 10 p.i.. 
A: Einzelne Zellen weisen HBsAg in ihrem Zytoplasma auf (Pfeile). 
B: Bei stärkerer Vergrößerung wird der perinukleäre HBsAg-Saum erkennbar (Pfeil).    
Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 200x (A) bzw. 630x (B).  
 
Als nächstes wurde untersucht, in welchem Zeitraum nach dem Auftauen die 
kryopräservierten Zellen infizierbar sind. Hierfür wurden mehrere Präparate nach 
obigem Schema an den Tagen 1, 2, 3 und 4 nach dem Auftauen mit gereinigtem HBV 
inokuliert; am Tag 10 p.i. wurden sie auf HBsAg untersucht.  
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In allen Präparaten fanden sich HBsAg-positive Zellen, ohne deutliche Unterschiede 
bezüglich der Infektionseffizienz (Abb. 3-3.5). 
 Abb. 3-3.5: Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot) in kryo- 
 präservierten Tupaiahepatozyten am Tag 10 p.i.. 
 A: Infektion an Tag 1 nach Auftauen; B: Infektion an Tag 4 nach Auftauen. 
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 400x. 
 
 
 
Zusammenfassend betrachtet, war der HBsAg-Nachweis, als Anzeichen einer Infektion 
durch gereinigte Hepatitis B-Viren, sowohl in frisch isolierten als auch in 
kryopräservierten Tupaiahepatozyten prinzipiell möglich. Jedoch war die Effizienz des 
angewandten Infektionsmodus´ sehr gering, meist weniger als ein Prozent beim Einsatz 
von 1.000 ge / Zelle. 
  
3.3.2 Infektion durch HepG2.2.15-Zellkulturüberstand  
Die humane Hepatoblastom-Zellinie HepG2.2.15 produziert sowohl HBV-Virionen, als 
auch subvirale Partikel, und sezerniert diese in das Zellkulturmedium (SELLS et al. 
1987). Mit einem solchen Zellkulturüberstand haben ACS et al. (1987) in vivo 
Schimpansen infiziert. Ob sich hiermit Tupaias in vivo oder primäre Tupaiahepatozyten 
in vitro infizieren lassen, war bisher nicht bekannt, da für solche Versuche bislang 
ausschließlich Viren aus humanem Serum verwendet wurden. Im Folgenden wurde 
untersucht, ob sich eine Infektion primärer Tupaiahepatozyten auch mit HepG2.2.15-
Zellkulturüberstand erreichen läßt.  Die Verwendung dieses Mediums als Virusquelle 
hat gegenüber menschlichem Serum einige Vor-, aber auch Nachteile, die dem 
Diskussionsteil dieser Arbeit zu entnehmen sind.  
HepG2.2.15-Zellen wurden drei Tage lang auf collagenisierten 60mm-Zellkulturplatten 
in 5 ml „Tupaia-Infektionsmedium“ mit 1% DMSO kultiviert, das Medium wurde nach 
dem Anheften der Zellen nicht mehr gewechselt (gegenüber dem eigentlichen „Tupaia-
Infektionsmedium“ mit 2% DMSO mußte hier die DMSO-Konzentration auf 1% 
gesenkt werden, da die HepG2.2.15-Zellen sonst innerhalb kurzer Zeit abstarben).  
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Wie GLEBE et al. (2001) zeigen konnten, wird die Sekretion von Viruspartikeln durch 
diese Zellkulturbedingungen  wesentlich verstärkt. Am dritten Tag wurde das Medium 
komplett abgenommen, und zur Entfernung von eventuell abgelösten Zellen durch ein  
Spritzenfilter mit 0,8µm Porengröße filtriert. Als Negativkontrolle diente 
Zellkulturüberstand von HepG2-Zellen, der nach identischem Procedere behandelt 
wurde. Der Gehalt an HBsAg in den Überständen wurde mittels ELISA bestimmt, und 
betrug im HepG2.2.15-Überstand 2,14 µg / l; im HepG2-Überstand war (erwartungs-
gemäß) kein HBsAg nachweisbar. 
Die Virusmenge in den Zellkulturüberständen wurde mittels quantitativer real-time 
LightCycler-PCR bestimmt (durchgeführt von Frau E. KNOOP), und betrug ca. 1,3 x 
107 ge / ml im HepG2.2.15-Überstand, so daß sich folglich im Inokulat ca. 6 x 106 ge 
befanden. Dies entspricht einer Infektionsdosis von ca. 150 ge / Zelle. Im HepG2-
Überstand war keine HBV-DNA nachweisbar. 
Mit jeweils 500 µl des filtrierten Zellkulturüberstandes wurden anschließend primäre 
Tupaiahepatozyten inkubiert, die drei Tage vorher aufgetaut, und auf collagenisierten 
Deckgläschen kultiviert wurden. Nach Inkubation über Nacht wurde das Inokulat 
wieder komplett entfernt, die Zellen dreimal mit Medium gewaschen, weiterkultiviert, 
und am Tag 10 p.i. fixiert. 
In den mit HepG2.2.15-Überstand inkubierten Tupaiahepatozyten konnte am Tag 10 p.i. 
immunzytochemisch HBsAg nachgewiesen werden (Abb. 3-3.6), jedoch auch hier in 
weniger als einem Prozent der Zellen. In den mit HepG2-Überstand inkubierten 
Präparaten war kein HBsAg nachweisbar. 
 A
  
  
bb. 3-3.6: Infektion primärer Tupaiahepatozyten durch Inkubation mit HepG2.2.15- 
Zellkulturüberstand. A, B: Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot) in  
 einzelnen Zellen (Pfeile) als Anzeichen einer Infektion.  
Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 400x. 
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3.3.3 Infektion durch temporäre Co-Kultivierung mit HepG2.2.15-Zellen 
Werden unterschiedliche Zelltypen in einer Kultur co-kultiviert, so treten sie in 
Wechselwirkung untereinander. Daran sind offenbar sowohl membrangebundene, als 
auch lösliche Faktoren beteiligt (vgl. BHATIA et al. 1999). Hier sollte untersucht 
werden, ob sich die HBV-Infektion primärer Tupaiahepatozyten durch die Möglichkeit 
der humoralen Interaktion mit HepG2.2.15-Zellen zum Zeitpunkt der Infektion positiv 
beeinflussen läßt. Dazu wurden Tupaiahepatozyten mit HepG2.2.15-Zellen kurzzeitig 
co-kultiviert. In diesen Versuchsansätzen wurden zunächst HepG2.2.15-Zellen auf 
collagenisierte Deckgläschen umgesetzt, und jeweils 8 dieser Deckgläschen in eine 60 
mm-Zellkulturschale mit 5 ml Tupaia-Infektionsmedium + 1% DMSO gelegt. Dieses 
Medium wurde nicht gewechselt. Gleichzeitig wurden primäre Tupaiahepatozyten 
aufgetaut, und separat auf collagenisierten Deckgläschen kultiviert. Am dritten Tag der 
Kultivierung wurde jeweils ein Deckgläschen mit Tupaiahepatozyten in eine 
Zellkulturschale mit HepG2.2.15-Deckgläschen gelegt, über Nacht dort belassen, am 
nächsten Tag wieder geborgen, dreimal mit Medium gewaschen und für 10 Tage separat 
weiterkultiviert. Dann wurden die Tupaiazellen fixiert, und immunzytochemisch auf 
HBsAg untersucht. Zu Vergleichszwecken wurden Tupaiahepatozyten mit HepG2-
Zellen co-kultiviert. 
In den mit HepG2.2.15-Zellen co-kultivierten Präparaten waren stets HBsAg-positive 
Zellen nachweisbar; die Infektionseffizienz konnte auf bis zu ca. 4% gesteigert werden 
(Abb. 3-3.7). Auch hier befanden sich die infizierten Zellen stets in einem größeren 
Zellverband, und lagen praktisch nie solitär. Bei einer insgesamt intensiveren 
Anfärbung des HBsAgs war der typische perinukleäre Randsaum auch in diesen Zellen 
deutlich sichtbar. Erstmals wurden auch infizierte Zellen beobachtet, die direkt 
nebeneinander lagen, oder über zwei Zellkerne verfügten (Abb. 3-3.8). 
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Abb. 3-3.7: Infektion primärer Tupaiahepatozyten durch Co-Kultivierung mit  
 HepG2.2.15-Zellen. 
 A, B: Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot) in ca. 4% der Tupaia-  
 hepatozyten eines Präparates (Pfeile). Gegenfärbung mit Hämalaun (blau),  
 Mikroskopvergrößerung 200x. 
 
 Abb. 3-3.8: Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot) in infizierten  
 Tupaiahepatozyten. 
 A: Infektion von zwei direkt aneinandergrenzenden Zellen (Pfeile) 
 B: Infektion einer Zelle mit zwei Zellkernen (Pfeile). 
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 400x. 
 
 
 
 
3.3.4 Inhibition der HBV-Infektion primärer Tupaiahepatozyten durch 
neutralisierende Antikörper 
Aus der humanmedizinischen Impfpraxis ist bekannt, daß eine HBV-Infektion sowohl 
durch aktive Immunisierung mit HBsAg-haltigen Impfstoffen, als auch durch passive 
Immunisierung mit Anti-HBs-Antikörpern verhindert werden kann.  
Bei den Versuchsreihen, in denen primäre Tupaiahepatozyten mit HBV-haltigem 
Medium inkubiert wurden, wurde zu einigen Inokulaten ein Überschuß an Anti-HBs-
Antikörpern gegeben. Bei den Antikörpern handelte es sich einerseits um einen 
polyklonalen Anti-HBs-Antikörper, der aus dem Serum eines mit HBsAg 
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immunisierten Schafes durch Natriumsulfat-Fällung extrahiert wurde (GLEBE et al. 
2003), andererseits um den monoklonalen Antikörper MA 18/07, der an das Epitop 
DPAF (Aminosäuren 20-23 des Genotyps D) der PräS1-Domäne des LHBs bindet 
(HEERMANN et al. 1984, SOMINSKAYA et al. 1992). 
Zu den Inokulaten, die entweder gereinigte Viren (bis zu 4 x 107 Genomäquivalente pro 
Ansatz) enthielten, oder aber aus HepG2.2.15-Zellkulturüberstand bestanden, wurden 
jeweils 7,5 µg Antikörper gegeben, die Lösungen gut durchmischt, und vor 
Inokulationsbeginn 30 min. bei Raumtemperatur vorinkubiert.  
Ein immunzytochemischer Nachweis von HBsAg in denjenigen Präparaten, bei denen 
das Virusinokulat mit MA 18/07 oder dem polyklonalen Anti-HBs-Antikörper 
vorbehandelt wurde, fiel stets negativ aus. Die Infektion wurde durch beide Antikörper 
gleichermaßen inhibiert. 
 
3.3.5 Nachweis von Hepatitis B-Virus core Antigen (HBcAg) in primären 
Tupaiahepatozyten 
Neben dem Nachweis von HBsAg in Hepatozyten ist der von HBcAg ein weiterer 
Marker für eine Infektion mit Hepatitis B-Virus. Das HBcAg ist dabei im Zytoplasma 
und / oder Nukleoplasma der Zellen lokalisiert (NAOUMOV et al. 1997). 
Unter Verwendung der monoklonalen Anti-HBc-Antikörper C1-5 und 13D3 (Chemicon 
International) (vgl. auch NAOUMOV et al. 1997) sollte versucht werden, immun-
zytochemisch HBcAg in primären Tupaiahepatozyten nachzuweisen.  
Beim Testen der Antikörper an nativen, fixierten Tupaiahepatozyten stellte sich jedoch 
eine unspezifische, homogene, zytoplasmatische Färbung in der überwiegenden Anzahl 
der Zellen dar (Abb. 3-3.9), so daß dieser Versuchsansatz nicht weitergeführt wurde.  
 A
  
   
  
bb. 3-3.9: Unspezifische, zytoplasmatische Anfärbung (rot, Pfeile) nativer primärer  
Tupaiahepatozyten nach immunzytochemischer Aufarbeitung mit Anti-HBc- 
Antikörpern. 
A: C1-5 als Primärantikörper; B: 13D3 als Primärantikörper. 
Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 200x.  
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3.4. Bindung und Aufnahme von HBsAg 
Das Serum chronisch HBV-Infizierter enthält, neben den infektiösen Viren, in einem bis 
zu 1000-fachen Überschuß auch nicht-infektiöse subvirale Partikel (SVP), die nur aus 
den Strukturen der Virushülle, also HBsAg, bestehen. Nach Form und Größe 
unterscheidet man zwischen runden, ca. 22nm großen Partikeln („Sphären“), und den 
länglichen und größeren „Filamenten“. Während die Sphären ganz überwiegend aus 
SHBs, wenig MHBs und sehr wenig LHBs bestehen, enthalten Filamente relativ mehr 
MHBs und LHBs, und entsprechen damit in ihrer Zusammensetzung der Virushülle. 
(KANN u. GERLICH 1998). Welche Rolle die SVP während der HBV-Infektion 
spielen, ist noch weitgehend unklar, jedoch wurde in Bezug auf das Hepatitis B-Virus 
der Ente (DHBV) berichtet, daß SVP in vitro eine Infektion verstärken können (BRUNS 
et al. 1998). 
Für die folgenden Versuche lagen subvirale Partikel aus dem Plasma eines chronisch 
HBV-infizierten Spenders („ID 259“) vor, der den HBV-Genotyp D, HBsAg-Subtyp 
ayw2, aufwies; die SVP waren aus dem Plasma hochrein isoliert worden (zur Methode 
siehe GLEBE et al. 2003). Primär lagen nach der Isolation der SVP zwei Fraktionen 
vor, eine filamentreiche (im Folgenden nur „Filamente“ genannt), die neben den 
Filamenten auch Sphären enthielt, und eine mit praktisch ausschließlich Sphären 
(„Sphären“). Das Vorhandensein von SHBs-, MHBs- und LHBs-Proteinen in diesen 
SVP und das typisches Glykosylierungsmuster der Proteine wurden durch Western 
Blot-Untersuchungen bestätigt  (Abb. 3-4.8). Im weiteren Text werden diese SVP als im 
weitesten Sinne „native“ SVP bezeichnet werden, um sie von biochemisch 
modifizierten SVP (s. Kap. 3.4.1.5 - 3.4.1.8) abzugrenzen. Die Proteinkonzentrationen 
aller SVP-haltigen Lösungen wurden nach GERLICH u. THOMSSEN (1975) auf der 
Grundlage photometrischer Absorptionsmessungen bei 280 nm Lichtwellenlänge 
(OD280) ermittelt.  
 
In den oben beschriebenen Infektionsversuchen ließen sich maximal ca. 4 - 5% der 
Tupaiahepatozyten mit HBV infizieren. Im Folgenden sollte die Frage geklärt werden, 
ob die geringe Infektionseffizienz dadurch zu erklären ist, daß nur ebensowenige Zellen 
HBsAg binden und / oder aufnehmen können. Hierzu sollten primäre 
Tupaiahepatozyten unter definierten Bedingungen mit einem HBsAg-haltigen Medium 
inkubiert, und anschließend eventuell gebundenes oder aufgenommenes HBsAg 
immunzytochemisch dargestellt werden.  
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3.4.1 Bindung und Aufnahme von HBsAg durch primäre Tupaiahepatozyten 
Im Folgenden wurde untersucht, ob und in welchem Maße primäre Tupaiahepatozyten 
in der Lage sind, HBsAg zu binden und / oder aufzunehmen. 
Für diese Versuche wurden die Tupaiahepatozyten mit definierten Mengen HBsAg in 
Form subviraler Partikel (SVP) inkubiert, die Zellen anschließend gründlich gewaschen 
und fixiert. Zellassoziiertes HBsAg wurde mittels eines APAAP-Systems und eines 
Anti-HBs-Antikörpers immunzytochemisch nachgewiesen (Näheres unter „Material und 
Methoden“). 
 
3.4.1.1 Nachweis der Bindung / Aufnahme von „nativem“ HBsAg  
Zunächst sollte festgestellt werden, ob sich die Bindung bzw. Aufnahme von HBsAg 
durch primäre Tupaiahepatozyten überhaupt immunzytochemisch darstellen läßt. Dazu 
wurden die Zellen mit großen Mengen „nativer“ Filamente bzw. Sphären inkubiert,  
nämlich 600 ng (15 ng/µl) pro Deckglaspräparat; auf einem Deckgläschen von 12 mm 
Durchmesser befanden sich ca. 40.000 Zellen. Nach immunzytochemischer 
Aufarbeitung ließ sich feststellen, daß sich in vielen, aber nicht allen Zellen HBsAg 
nachweisen ließ, sowohl nach Inkubation mit Filamenten als auch mit Sphären. Der 
Anteil HBsAg-positiver Zellen betrug jeweils 60 bis 70%, unabhängig von der Art der 
SVP (Abb. 3-4.1).  
Als nächstes wurde untersucht, ab welcher Menge SVP im Inkubationsmedium HBsAg 
in den Zellen nachgewiesen werden kann. Dazu wurden collagenisierte  Deckgläschen 
mit jeweils ca. 40.000 Tupaiahepatozyten für 1h bei 37°C mit verschiedenen Mengen an 
Filamenten inkubiert, nämlich mit 100, 200, 400 und 600 ng (entsprechend 2,5 bzw. 5 
bzw. 10 bzw. 15 ng/µl) 
Das HBsAg-Signal nach immunzytochemischer Aufarbeitung war bei den Präparaten, 
die mit 100 und 200 ng Filamenten inkubiert wurden, kaum sichtbar bzw. sehr schwach. 
Erst bei 400 ng war es von deutlicher Intensität, sehr deutlich war es bei 600 ng.  
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 Abb. 3-4.1: Bindung / Aufnahme von subviralen Partikeln durch primäre Tupaiahepatozyten.  
  Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot) in multiplen Zellen (Pfeile).  
  C, D: Inkubation mit 600 ng Sphären pro Deckglas, 1h bei 37°C. 
  E, F: In der Negativkontrolle (Inkubation nur mit Medium ohne SVP) bleibt der Nachweis  
  Gegenfärbung mit Hämalaun (blau), Mikroskopvergrößerung 200x (A, C, E) bzw. 400x (B,  
  D, F). 
 A, B: Inkubation mit 600 ng Filamenten pro Deckglas, 1h bei 37°C. 
 von HBsAg (rot) negativ. 
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Diejenigen Zellen, in denen sich HBsAg nachweisen ließ, konnten rein morphologisch  
keiner bestimmten Subpopulation zugeordnet werden. Sowohl in zusammenhängenden 
Zellverbänden, als auch bei isoliert nebeneinander liegenden Zellen, fanden sich HBsAg 
positive Zellen direkt neben negativen (Abb. 3-4.2).     
 
Abb. 3-4.2: Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot) in primären  
 Tupaiahepatozyten nach Inkubation mit HBs-Filamenten, 1h bei 37°C. 
 A: HBsAg positive Zelle (Pfeil), die einen Zellverband eingebettet ist. In den  
 angrenzenden Zellen ist kein HBsAg nachweisbar.  
 B: Solitär liegende, HBsAg positive Zelle (Pfeil); in der benachbarten Einzelzelle 
 ist kein HBsAg nachweisbar.  
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 630x. 
 
 
 
 
 
3.4.1.2 Darstellung des oberflächlich gebundenen HBsAgs 
Durch die bisherigen Versuche ließ sich nicht zweifelsfrei klären, ob das 
immunzytochemisch dargestellte HBsAg nur an der Zelloberfläche gebunden oder in 
die Zelle hinein aufgenommen wurde. Diese Differenzierung ist prinzipiell mit Hilfe der 
konfokalen Laser-scanning Mikroskopie möglich, was sich praktisch jedoch wegen der 
oben beschriebenen Probleme mit der Anwendbarkeit dieses Verfahren nicht realisieren 
ließ. Aus diesem Grunde wurde dazu übergegangen, nur den oberflächlich gebundenen 
Anteil des HBsAg immunzytochemisch darzustellen. Dazu wurde von zwei 
unterschiedlichen Verfahren Gebrauch gemacht: 
 
a) Bindung bei 4°C. Bei einer Temperatur von weniger als 10°C ist die Stoffwechsel-
aktivität von Zellen erheblich reduziert. Es findet praktisch keine Stoffaufnahme durch 
Endozytose mehr statt, während die Bindungsfähigkeit eines extrazellulären Substrates 
an „seinen“ zellulären Rezeptor jedoch erhalten bleibt (WEIGEL u. OKA 1981). Durch 
die Inkubation von Tupaiahepatozyten mit HBsAg bei einer Temperatur von ca. 4°C 
wird folglich die Aufnahme des HBsAgs, nicht aber dessen Bindung, verhindert. 
Hierfür wurde das übliche Inkubationsmedium mit Sphären vorbereitet und eisgekühlt. 
Die bei 37°C auf Deckgläschen kultivierten primären Tupaiahepatozyten wurden aus 
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den Zellkulturschalen geborgen, mit eiskaltem Medium gewaschen, mit 
Inkubationsmedium versehen (400 ng SVP/Deckgläschen), und für 2 h bei 4°C 
inkubiert. Anschließend wurden sie mit eiskaltem Medium gründlich gewaschen, sofort 
fixiert, und dem immunzytochemischen Nachweis von HBsAg zugeführt.  
Dabei zeigte sich, daß HBsAg ausschließlich als dünner, dem Plasmalemm anliegender 
Saum in der Zellperipherie nachweisbar war, nicht jedoch in zentraleren 
Kompartimenten des Zytoplasmas. (Abb. 3-4.3). 
 
b) Nicht-Permeabilisierung der Präparate. Primäre Tupaiahepatozyten wurden nach 
üblichem Procedere kultiviert, und für eine Stunde bei 37°C mit 400ng HBs-Sphären 
pro Deckglaspräparat inkubiert, anschließend gründlich mit Zellkulturmedium 
gewaschen und mit Paraformaldehyd fixiert.  
Beim nachfolgenden immunzytochemischen HBsAg-Nachweis wurden die Zellen 
jedoch nicht, wie sonst üblich, mit Triton X-100 permeabilisiert, sondern sofort mit dem 
Anti-HBs Primärantikörper inkubiert. Durch die nicht erfolgte Permeabilisierung blieb 
die Plasmamembran der Zellen, die eine Diffusionsbarriere für Antikörper darstellt, 
erhalten. So konnten die Primärantikörper nur an oberflächlich gebundenes HBsAg 
binden, nicht jedoch an internalisiertes, intrazellulär liegendes. Auch in diesen 
Präparaten war HBsAg nur als eine Art saumförmige Umrandung der Zelle in der 
Peripherie nachweisbar, und nicht in zentralen Kompartimenten (Abb. 3-4.4). Bei 
denjenigen Präparaten, die nur gebundenes HBsAg darstellen, findet sich also ein rein 
„peripheres Verteilungsmuster“ des HBsAgs. Dieses unterscheidet sich deutlich von den 
sonst gefundenen Verteilungsmustern, bei denen häufig HBsAg im gesamten 
Zytoplasma der Zellen dargestellt werden kann (Abb. 4-4.1); vgl. auch Abb. 3-4.1 u. 
Abb. 3-4.2).   
Damit ist davon auszugehen, daß primäre Tupaiahepatozyten subvirale Partikel nicht 
nur binden, sondern auch aufnehmen. 
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Abb. 3-4.3: Bindung von HBsAg an primäre Tupaiahepatozyten bei 4°C.  
 A, B: HBsAg (rot) ist nur in der Peripherie der Zellen immunzytochemisch  
 nachweisbar, teilweise an Zellfortsätzen (Pfeile), nicht jedoch im Zentrum.  
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau), Mikroskopvergrößerung 400x. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-4.4: Bindung von HBsAg an primäre Tupaiahepatozyten.  
 A, B: Darstellung nur des oberflächlich gebundenen HBsAgs (rot) durch  
 Nicht-Permeabilisierung der Zellen vor der immunzytochemischen Färbung. Das  
 HBsAg ist nur als schmaler Saum in der Zellperipherie nachweisbar (Pfeile),  
 nicht aber im Zentrum der Zellen. Gegenfärbung mit Hämalaun (blau),  
 Mikroskopvergrößerung 200x (A) bzw. 400x (B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 59
3.4.1.3 Verbleib des aufgenommenen HBsAgs 
Was mit dem HBsAg nach seiner Aufnahme in Hepatozyten geschieht, ist bisher nicht 
bekannt. Im Folgenden wurde untersucht, bis zu welcher Zeit nach Inkubationsende das 
von den Zellen aufgenommene HBsAg nachweisbar bleibt.  
Hierzu wurden primäre Tupaiahepatozyten auf collagenisierten Deckgläschen für eine 
Stunde bei 37°C mit 400 ng Sphären pro Deckgläschen inkubiert; danach wurde das 
Inkubationsmedium vollständig abgenommen, die Zellen dreimal mit Zellkulturmedium 
gewaschen, und anschließend für zwei Stunden bzw. über Nacht (ca. 15h) in 
Tupaiamedium weiterkultiviert. Nach dieser Zeit wurden sie fixiert, und der 
immunzytochemischen Aufarbeitung zum Nachweis von HBsAg zugeführt.  
In den Zellen, die für zwei Stunden weiterkultiviert wurden, war bereits kein HBsAg 
mehr nachweisbar (Abb. 3-4.5), auch nicht bei denen nach Weiterkultivierung über 
Nacht.  
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.4-5: Verschwinden der immunzytochemischen Nachweisbarkeit aufgenommenen  
 HBsAgs in primären Tupaiahepatozyten bei Weiterkultivierung der Zellen nach  
 Inkubationsende. 
 A: Bei Fixierung der Präparate direkt nach Inkubationsende ist in den Zellen HBsAg 
 (rot, Pfeile) nachweisbar.  
 B: Werden die Präparate nach Inkubationsende für 2 h bei 37°C weiterkultiviert, und erst 
 dann fixiert, so ist kein HBsAg mehr nachweisbar.  
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau), Mikroskopvergrößerung 200x.  
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3.4.1.4 Inhibition der Bindung von HBsAg an Tupaiahepatozyten 
Als nächstes wurde untersucht, ob die Bindung subviraler Partikel an 
Tupaiahepatozyten spezifisch inhibiert werden kann. Dazu wurde einerseits ein 
polyklonaler Anti-HBs-Antikörper verwandt, der aus dem Serum eines mit humanen 
SVP immunisierten Schafes gewonnen wurde. Andererseits wurde als kompetetiver 
Inhibitor ein rekombinant hergestelltes myristoyliertes Polypeptid eingesetzt, das in der 
Primärstruktur den Aminosäuren 2-48 des humanen HBsAgs (Genotyp D, Subtyp 
ayw2) entspricht. 
 
a) Inhibition durch Antikörper. Wie gezeigt werden konnte, kann die Infektion 
primärer Tupaiahepatozyten mit dem humanen Hepatitis B-Virus durch die Zugabe 
eines polyklonalen Anti-HBs-Antikörpers verhindert werden (vgl. Kapitel 3.3.4). Nun 
wurde untersucht, wie die Bindung und Aufnahme subviraler Partikel durch die 
Anwesenheit dieses Antikörpers im Inkubationsmedium beeinflußt wird. Dazu wurde 
zum Inkubationsmedium mit 600ng HBsAg ein Überschuß an Antikörper gegeben (7,5 
µg), die Lösungen gut durchmischt, und vor Inkubationsbeginn 30 min. lang bei 
Raumtemperatur präinkubiert. Als Negativkontrolle wurde anstatt des Anti-HBs-
Antikörpers ein monoklonaler Anti-HBc-Antikörper eingesetzt, der nicht spezifisch an 
HBsAg bindet.  
Primäre Tupaiahepatozyten auf collagenisierten Deckgläschen wurden eine Stunde bei 
37°C mit diesen Lösungen inkubiert, anschließend gewaschen und fixiert. Der 
immunzytochemische Nachweis von HBsAg fiel in denjenigen Präparaten negativ aus, 
bei denen eine Präinkubation der SVP mit dem Anti-HBs-Antikörper stattfand. Die 
Präinkubation der SVP mit dem bindungstechnisch irrelevanten Anti-HBc-Antikörper 
hatte keinen Effekt auf die Bindung und Aufnahme der SVP. (Abb. 3-4.6). 
Die Inkubation von Tupaiahepatozyten mit einem Medium, das nur den in der 
Negativkontrolle verwandten Anti-HBc-Antikörper, nicht jedoch HBsAg enthielt, führte 
zu keiner immunzytochemischen Anfärbung der Zellen.  
Zu einer solchen „unspezifischen“ Färbung, die wahrscheinlich auf einer Kreuzreaktion 
des Antikörpers mit zellulären Epitopen beruht, kam es jedoch bei Inkubation der Zellen 
mit dem monoklonalen Antikörper MA 18/07 aus der Maus. Deswegen konnten 
Inhibitionsversuche mit diesem Antikörper nicht durchgeführt werden. 
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 Abb. 3-4.6: Inhibition der Bindung von SVP an primäre Tupaiahepatozyten durch  
 Antikörper. 
 A: Werden die SVP erst mit einem polyklonalem Anti-HBs-Antikörper präinkubiert,  
 und anschließend die Tupaiahepatozyten damit inkubiert, läßt sich eine Bindung oder  
 Aufnahme von HBsAg (rot) immunzytochemisch  nicht nachweisen. 
 B: In der Negativkontrolle (Präinkubation der SVP mit Anti-HBc) ist zellgebundenes  
 HBsAg (rot) deutlich nachweisbar. 
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau), Mikroskopvergrößerung 200x.  
 
 
 
 
 
 
 
b) Inhibition durch myristoylierte PräS1-Peptide. Aus dem Modell des Enten-Hepatitis 
B-Virus (DHBV) ist bekannt, daß eine Infektion mit diesem Virus durch synthetische, 
myristoylierte Peptide, die bezüglich der Aminosäuresequenz der PräS-Domäne des 
LDHBs-Proteins entsprechen (PräS-Peptide), kompetetiv inhibiert werden kann 
(URBAN u. GRIPON 2002). Dementsprechende, dem LHBs-Protein des humanen 
Hepatitis B-Virus analoge Peptide haben die Aminosäuresequenz der PräS1-Domäne 
(PräS1-Peptide), und sind ebenfalls an Aminosäure 2 myristoyliert. Für die folgenden 
Versuche wurden Peptide eingesetzt, die von Herrn PD Dr. Stephan URBAN, 
Heidelberg, freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurden. Zum einen handelte es 
sich um ein myristoyliertes PräS1-Peptid des humanen HBV mit den Aminosäuren 2-48 
(HuPreS2-48myr), zum anderen um ein myristoyliertes PräS-Peptid des DHBV 
(DuPreS2-41myr). Es sollte untersucht werden, ob diese Peptide die Bindung und 
Aufnahme von HBsAg in Form von subviralen Partikeln (kompetetiv) inhibieren 
können, wobei DuPreS2-41myr die Negativkontrolle sein sollte. 
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Um möglichst viele Bindestellen für das HBsAg auf den Tupaiahepatozyten kompetetiv 
zu blockieren, wurden die auf collagenisierten Deckgläschen kultivierten Zellen 
zunächst mit jeweils 1µM Peptid im Inkubationsmedium für 30 min. bei 37°C 
präinkubiert, anschließend gewaschen, und für 1h bei 37°C mit 600ng HBsAg in Form 
von Sphären oder Filamenten + 1µM Peptid inkubiert. Danach wurde das 
Inkubationsmedium vollständig abgenommen, die Präparate gewaschen, fixiert, und 
zum Nachweis von HBsAg immunzytochemisch aufgearbeitet.  
Befand sich nach Präinkubation mit HuPreS2-48myr neben HBs-Filamenten gleichzeitig 
HuPreS2-48myr im Inkubationsmedium, so stellte sich die Bindung und Aufnahme von 
HBsAg durch die Tupaiahepatozyten deutlich schwächer dar als in der Positivkontrolle, 
die nur mit SVP inkubiert wurde. Die Verwendung von HBs-Sphären anstelle von 
Filamenten führte dazu, daß in den Tupaiahepatozyten kein HBsAg mehr nachgewiesen 
werden konnte (Abb. 3-4.7). 
Fanden Präinkubation und Inkubation in Anwesenheit von DuPreS2-41myr statt, war in 
den Präparaten kein Unterschied zur Positivkontrolle erkennbar; dieses Peptid konnte 
also die Bindung und Aufnahme der SVP nicht inhibieren. Eine Inkubation der Zellen 
nur mit DuPreS2-41myr führte zu keiner Anfärbung, so daß ausgeschlossen werden 
konnte, daß eventuell das DuPreS2-41myr zu einer falsch-positiven Nachweisreaktion 
geführt hat. 
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Abb. 3-4.7: Inhibition der Bindung von SVP an Tupaiahepatozyten durch myristoylierte 
 PräS1-Peptide. Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot). 
 A, B: Werden die Hepatozyten mit HuPreS2-48myr präinkubiert, und anschließend in  
 Anwesenheit von HuPreS2-48myr mit SVP inkubiert, läßt sich nur wenig (A) bzw. gar kein  
 (B) zellgebundenes HBsAg darstellen, je nach Art der SVP (HBs-Filamente oder - Sphären). 
 C, D: Die Präinkubation mit DuPreS2-41myr und Anwesenheit dieses Peptides während  
 der Inkubation mit SVP hat keinen nachweisbaren Effekt auf die Bindung der SVP (C);  
 HBsAg ist genauso intensiv darstellbar wie bei Inkubation ausschließlich mit SVP, ganz  
 ohne Peptide (Positivkontrolle, D).  
 E: DuPreS2-41myr selbst stellt sich in der Immunzytochemie nicht dar, so daß die rote  
 Färbung in C nicht daher rühren kann. 
 F: Negativkontrolle (keine SVP, keine Peptide). 
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau), Mikroskopvergrößerung 200x. 
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3.4.1.5 Bindung / Aufnahme von nicht-nativem (modifiziertem) HBsAg -  
desialylierte subvirale Partikel 
Ein Teil der gereinigten Filamente war durch Behandlung mit Sialidase aus 
Arthrobacter ureafaciens enzymatisch desialyliert worden („desialylierte Filamente“). 
Die erfolgreiche Desialylierung war im Western Blot des HBsAg dargestellt worden 
(Abb. 3-4.8). 
Durch partiellen Verdau mit Trypsin waren aus Teilen dieser desialylierten Filamente 
SVP erzeugt worden, die weder PräS1- noch vollständige PräS2-Sequenzen enthielten, 
also aus desialyliertem SHBs plus einer unvollständigen PräS2-Dömane bestanden 
(Abb. 3-4.8; zu den Enzym-Schnittstellen siehe Kap. 3.4.1.7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-4.8: SDS-PAGE-Analyse der eingesetzten subviralen Partikel. Silberfärbung.  
 Die unterschiedlichen Glykosylierungszustände der HBs-Proteine kommen deutlich in  
 Form von Doppelbanden zur Darstellung (p25/gp28 bzw. gp33/gp36 bzw. p39/gp42;  
 p = Protein, gp = Glykoprotein, Zahlen = Molekulargewicht). 
 Reihen 1, 3: „Native“ subvirale Partikel (Sphären) 
 Reihe 2: Desialylierte trypsinierte subvirale Partikel. Die Banden für MHBs und  
 LHBs fehlen, was die erfolgreiche proteolytische Spaltung durch Trypsin anzeigt.  
 Reihe 4: Desialylierte subvirale Partikel. Als Zeichen der erfolgreichen Desialylierung  
 und damit höherer Wanderungsgeschwindigkeit im SDS-Gel stehen die Banden der  
 desialylierten Glykoproteine (desial. gp) tiefer als bei den nativen SVP (vgl. Reihe 3). 
 Reihe 0: Protein-Marker.  
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Um festzustellen, ob und gegebenenfalls wie sich das beobachtete Bindungs- bzw. 
Aufnahmeverhalten ändert, wenn man die Oberflächenstrukturen subviraler Partikel 
chemisch modifiziert, wurden Tupaiahepatozyten unter den üblichen Bedingungen (s. 
„Material und Methoden“) mit Filamenten inkubiert, die enzymatisch desialyliert 
worden waren. Desialylierte Proteine könnten im Allgemeinen, weitgehend unabhängig 
von ihrer Proteinstruktur, fakultativ über den Asialoglykoproteinrezeptor aufgenommen 
werden. 
Die Aufnahme der desialylierten Filamente durch primäre Tupaiahepatozyten konnte 
immunzytochemisch ebenso nachgewiesen werden wie diejenige der nativen SVP, ohne 
daß sich der Anteil HBsAg-positiver Zellen oder die Signalstärke deutlich änderte (Abb. 
3-4.9). Hierbei war jedoch zunächst nicht klar, ob es sich um eine spezifische Aufnahme 
über den putativen HBV-Rezeptor oder eine „unspezifische“ Internalisation der SVP 
über den Asialoglykoproteinrezeptor handelte, oder eventuell einer Kombination aus 
beidem. 
 
 
 
 
Abb. 3-4.9: A, B: Bindung / Aufnahme von desialylierten HBs-Filamenten durch primäre  
 Tupaiahepatozyten. Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot) in einem Großteil  
 der Zellen (Pfeile).  
 Schwache Gegenfärbung mit Hämalaun (blau), Mikroskopvergrößerung 200x (A) bzw.   
 400x (B). 
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3.4.1.6 Inhibition der Bindung desialylierter SVP an primäre Tupaiahepatozyten 
Wie bereits in Kapitel 3.2 beschrieben, werden sowohl desialylierte als auch 
lactosylierte Proteine über den Asialoglykoproteinrezeptor (ASGPR) aufgenommen. 
Mit einem Überschuß desialylierter bzw. lactosylierter Fremdproteine, die mit den 
desialylierten SVP um die Bindung an den ASGPR konkurrieren, sollte es möglich sein, 
die endozytotische Aufnahme dieser SVP über den ASGPR kompetetiv zu inhibieren - 
wenn die desialylierten SVP ausschließlich über den ASGPR aufgenommen werden.  
Aus diesem Grund wurden primäre Tupaiahepatozyten auf collagenisierten 
Deckgläschen mit jeweils 8 µg bovinem Asialofetuin bzw. 8 µg bovinem lactosyliertem 
Albumin für 30 min. bei 37°C präinkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 
Zellkulturmedium wurden sie mit je 400 ng desialylierten Filamenten + 8 µg 
Asialofetuin bzw. 8 µg lactosyliertem Albumin für 1 h bei 37°C inkubiert, danach 
wiederum gewaschen, fixiert und immunzytochemisch aufgearbeitet.  
Durch die extensive Inkubation mit Fremdprotein als kompetetiven Inhibitor bei einem 
Massenverhältnis Fremdprotein : desialylierte SVP von 20:1 sollte eine umfangreiche 
Inhibition der SVP-Bindung an die Hepatozyten erreicht werden. Um auszuschließen, 
daß eine Inhibition allein durch die Anwesenheit großer Mengen Fremdproteins bedingt 
wird, wurde in der parallel durchgeführten Negativkontrolle das Asialofetuin durch 
äquivalente Mengen bovinen Fetuins ersetzt, das lactosylierte Albumin durch bovines 
maltosyliertes Albumin. Weder Fetuin noch maltosyliertes Albumin werden über den 
ASGPR aufgenommen, wirken also nicht als kompetetive Inhibitoren. 
Der immunzytochemische HBsAg-Nachweis in den Präparaten zeigte in allen 
Versuchsansätzen eine deutliche Bindung und Aufnahme der desialylierten SVP. Keines 
der Fremdproteine führte zu einer erkennbaren Inhibition der Bindung der SVP (Abb. 3-
4.10; vgl. auch Abb. 3-4.9). Dies macht eine essentielle Beteiligung des ASGPR an der 
Bindung und Aufnahme desialylierter SVP durch primäre Tupaiahepatozyten 
unwahrscheinlich. 
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 Abb. 3-4.10: Erfolglose kompetetive Inhibition der Bindung / Aufnahme desialylierter  
  SVP durch Tupaiahepatozyten. Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot). 
  Asialoglykoproteinrezeptors werden desialylierte SVP aufgenommen (Pfeile). 
    Die Intensität des HBsAg-Signals ist nicht stärker als in den Vergleichspräparaten  
   der Positivkontrolle ohne jegliche Fremdproteine (E). F: Negativkontrolle (keine SVP). 
   Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 200x. 
 A, B: Trotz des 20-fachen Überschusses eines kompetetiven Inhibitors des  
 mit äquivalenten Konzentrationen nicht inhibierender Fremdproteine (C, D), bzw. als in  
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3.4.1.7 Bindung / Aufnahme von nicht-nativem (modifiziertem) HBsAg -  
trypsinierte und V8-verdaute subvirale Partikel 
Trypsin katalysiert die proteolytische Spaltung von Peptidbindungen hinter basischen 
Aminosäuren wie Lysin und Arginin, die Protease V8 die Spaltung hinter 
Glutaminsäure. Im Falle des HBsAgs erfolgt eine Spaltung hinter Arginin-47 der PräS2-
Domäne von LHBs- und MHBs-Proteinen durch Trypsin, während V8 eine Spaltung 
hinter Glutaminsäure-57 der PräS2-Domäne verursacht (STIBBE u. GERLICH 1983). 
Dadurch kommt es zum Verlust der PräS1-Domäne, die eine Bindungsstelle für 
Hepatozyten aufweist, sowie auch großen Teilen der PräS2-Domäne.  
Im Folgenden wurde untersucht, wie sich das Bindungsverhalten trypsinierter bzw. V8-
verdauter HBs-Sphären an Tupaiahepatozyten darstellt. Hierfür standen SVP zur 
Verfügung, die partiell mit Trypsin bzw. der Protease V8 verdaut worden waren, und 
damit aus (glykosyliertem) SHBs plus einem kurzen PräS2-Fragment bestanden. 
Primäre Tupaiahepatozyten wurden auf collagenisierten Deckgläschen für 1 h bei 37°C 
mit jeweils 400ng Trypsin- bzw. V8-verdauter Sphären inkubiert, anschließend 
gründlich mit Medium gewaschen, fixiert und immunzytochemisch zum HBsAg-
Nachweis aufgearbeitet.  
Hierbei zeigte sich, daß beide Arten der unterschiedlich proteolytisch prozessierten 
Sphären gebunden bzw. aufgenommen werden (Abb. 3-4.11).  Bezüglich der Intensität 
zeigte sich (in parallel durchgeführten Versuchsansätzen) kein erkennbarer Unterschied 
zur Bindung und Aufnahme nativer SVP. 
 
     
 
 
 
Abb. 3-4.11: Bindung und Aufnahme proteolytisch verdauter SVP durch primäre  
 Tupaiahepatozyten. Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot). 
 Sowohl Trypsin- (A) als auch V8-verdaute SVP (B) werden durch die Tupaiahepatozyten  
 gebunden und aufgenommen (Pfeile). 
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau), Mikroskopvergrößerung 200x. 
 In der Negativkontrolle war kein zellassoziiertes HBsAg nachweisbar (hier nicht  
 abgebildet).  
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3.4.1.8 Bindung / Aufnahme von nicht-nativem (modifiziertem) HBsAg -  
desialylierte trypsinierte subvirale Partikel 
In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob sich das Bindungsverhalten 
trypsinierter SVP ändert, wenn sie zudem desialyliert sind (die S-Domäne ist 
normalerweise an Asparagin-146 N-glykosyliert). Dazu wurden primäre 
Tupaiahepatozyten nach üblichem Procedere mit 600 ng desialylierter trypsinierter SVP 
pro Präparat inkubiert und immunzytochemisch aufgearbeitet. Auch in diesen 
Präparaten war eine Bindung und Aufnahme der SVP deutlich nachweisbar (Abb. 3-
4.12 A). Ebenso wie bei intakten desialylierten SVP (vgl. Kap. 3.4.1.6) konnte die 
Bindung dieser SVP nicht durch einen Überschuß an lactosyliertem Protein inhibiert 
werden (Präinkubation mit 12 µg lactosyliertem Albumin, Inkubation mit 600 ng 
desialylierter trypsinierter SVP + 12 µg lactosyliertem Albumin, Abb. 3-4.12 B). 
   
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-4.12: Bindung und Aufnahme von desialylierten trypsinierten SVP durch primäre 
 Tupaiahepatozyten. Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot). 
 A: In Tupaiahepatozyten, die mit desialylierten trypsinierten SVP inkubiert wurden, ist  
 HBsAg deutlich nachweisbar (Pfeile). 
 In der Negativkontrolle war kein HBsAg nachzuweisen (keine Abb.). 
 B: Die Aufnahme der desialylierten trypsinierten SVP ist durch einen Überschuß an  
 kompetetivem Inhibitor des Asialoglykoproteinrezeptors (lactosyliertes Albumin) nicht  
 inhibierbar. 
 Schwache Gegenfärbung mit Hämalaun (blau), Mikroskopvergrößerung 200x. 
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3.4.1.9 Intrazelluläre Verteilungsmuster der unterschiedlichen SVP   
Unabhängig von der Art der SVP war prinzipiell in ein und demselben Präparat in der 
Regel ein Nebeneinander verschiedener Verteilungsmuster zu beobachten. 
Betrachtete man die räumliche Verteilung der unterschiedlichen Arten subviraler 
Partikel in Bezug auf die verschiedenen Bereiche des Zellkörpers jedoch genauer, so 
zeigten sich tendenzielle qualitative Unterschiede zwischen dem Verteilungsmuster der 
nativen SVP gegenüber dem modifizierter SVP, vor allem dem der trypsinierten (bzw. 
V8-verdauten) SVP. Die trypsinierten und V8-verdauten HBs-Sphären stellten sich 
überwiegend als großes, den Zellkern umschließendes Konglomerat dar, mit 
unterschiedlich intensiver Anfärbbarkeit im gesamten übrigen Zytoplasma. In der 
Zellperipherie, vor allem aber direkt subplasmalemmal, ließen sie sich nur selten, und 
dann relativ schwach darstellen. Die nativen Sphären und Filamente hingegen waren 
vorwiegend direkt am Plasmalemm nachweisbar, oder diffus im gesamten Zytoplasma 
verteilt, und weniger häufig als größeres Konglomerat in zentralen, direkt perinukleären 
Zellregionen (Abb. 3-4.13; vgl. auch Abb. 3-4.1 und 3-4.10).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-4.13: Unterschiedliche Verteilungsmuster von HBsAg (rot) in primären  
 Tupaiahepatozyten nach Inkubation mit verschiedenen subviralen Partikeln.  
 A: Große perinukleäre Ansammlung von HBsAg (Pfeile), wie sie vor allem nach  
 Inkubation mit trypsinierten oder V8-verdauten SVP beobachtet wird. 
 B: „Intermediärer“ Verteilungstyp nach Inkubation mit nativen SVP (hier: Filamente);  
 das HBsAg ist weder in direkter Nähe der Plasmamembran, noch streng perinukleär  
 lokalisiert, sondern relativ diffus im gesamten Zytoplasma (Pfeil). 
 C:  Nachweis des HBsAg ganz überwiegend direkt an der Plasmamembran  
 (Pfeile); dieses Verteilungsmuster tritt ganz überwiegend bei Inkubation mit nativem  
 HBsAg (hier: Filamente) auf. 
 Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot).  
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 400x. 
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3.4.2. Bindung und Aufnahme von HBsAg durch HepG2-Zellen 
Von HepG2-Zellen wurde berichtet, daß sie zwar nicht infizierbar sind, aber dennoch 
Hepatitis B-Viren binden und aufnehmen können (u.a. NEURATH et al. 1986b, QIAO 
et al. 1994, TREICHEL et al. 1997). Im Folgenden wurde untersucht, ob sich 
immunzytochemisch Unterschiede zwischen primären Tupaiahepatozyten und HepG2-
Zellen in der Aufnahme nativer subviraler Partikel darstellen lassen. 
HepG2-Zellen wurden auf collagenisierten Deckgläschen in DMEM + 1% DMSO 
kultiviert; wie bei HepG2.2.15-Zellen konnte auch hier kein Medium mit 2% DMSO 
verwendet werden, da die Zellen sonst starben (vgl. Kap. 3.3.2). Nach zwei Tagen 
Kultivierung wurden die Deckgläschen für eine Stunde bei 37°C mit jeweils 40 µl SVP-
haltigem Medium inkubiert. Dem Inkubationsmedium aus DMEM mit einem Prozent 
bovinem Serumalbumin (BSA) wurden jeweils 400 ng HBs-Filamente bzw. HBs-
Sphären zugefügt. Nach Inkubationsende wurden die Präparate gründlich gewaschen, 
sofort fixiert, permeabilisiert, und dem immunzytochemischen HBsAg-Nachweis 
zugeführt.  
Dabei zeigte sich in den mit SVP inkubierten HepG2-Zellen eine deutliche Anfärbung 
von HBsAg im Zytoplasma, vor allem in der Umgebung des Zellkerns. Dies stellte sich 
sowohl nach Inkubation mit Filamenten, als auch mit Sphären gleichermaßen dar. Über 
95% der Zellen waren HBsAg-positiv (Abb. 3-4.14). 
 
 
 
 
 
Abb. 3-4.14: Immunzytochemischer Nachweis von HBsAg (rot) in HepG2-Zellen  
 nach Inkubation mit SVP-haltigem Medium, 1h bei 37°C. Deutliche Ansammlungen  
 im Bereich der Zellkerne (Pfeile). 
 A: Inkubation mit 400 ng HBs-Filamenten; B: Inkubation mit 400 ng HBs-Sphären;  
 C : Negativkontrolle  
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 400x.  
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Um zu untersuchen, ob die Bindung bzw. Aufnahme subviraler Partikel durch HepG2-
Zellen inhibierbar ist, wurde SVP-haltiges Inkubationsmedium (400 ng HBs-Sphären) 
mit 7,5 µg polyklonalem Anti-HBs-Antikörper zunächst für 30 min. bei 
Raumtemperatur präinkubiert, danach für 1h bei 37°C auf die Zellen gegeben. 
Anschließend wurden die Präparate mit Zellkulturmedium gewaschen und fixiert. In 
diesen Präparaten blieb der immunzytochemische Nachweis von HBsAg negativ (Abb. 
3-4.15).   
 
 
 
 
Abb. 3-4.15: Inhibition der Bindung / Aufnahme von HBsAg durch HepG2-Zellen  
 durch Präinkubation des Inkubationsmediums mit einen polyklonalen Anti-HBs- 
 Antikörper. HBsAg (rot) ist immunzytochemisch nicht nachweisbar.  
 Gegenfärbung mit Hämalaun (blau); Mikroskopvergrößerung 200x (A) bzw. 400x (B).   
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4. D i s k u s s i o n  
 
4.1. Isolation und Kryopräservation primärer Hepatozyten 
Das zentrale Thema dieser Arbeit war die Interaktion des humanen Hepatitis B-Virus 
mit Hepatozyten, mit dem Ziel, die frühen Phasen des Lebenszyklus dieses Virus näher 
charakterisieren zu können. Als entscheidende Voraussetzung hierfür mußten zunächst 
die Methoden zur Gewinnung geeigneter Hepatozyten revidiert, und wesentlich 
verbessert werden. Der überwiegende Teil der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 
Experimente konnte nur mit primären Tupaiahepatozyten durchgeführt werden, da eine 
Suszeptibilität der verfügbaren Hepatomzellinien für eine HBV-Infektion zum 
Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden konnte. Eine 
Ausnahme bildete die Zellinie HepaRG (Gripon et al. 2002), die jedoch nicht zur 
Verfügung stand. Auch primäre humane Hepatozyten standen nicht zur Verfügung; die 
Gewinnung dieser Zellen ist generell sehr schwierig, weil es keine ethische 
Rechtfertigung dafür gibt, einem Menschen gesundes Lebergewebe zu experimentellen 
Zwecken zu entnehmen, da ein solcher Eingriff mit hohen Risiken verbunden ist (z.B. 
schwere Blutungen). Die einzige verfügbare und geeignete Quelle für primäre humane 
Hepatozyten ist Resektionsmaterial, welches bei einer Leberoperation ohnehin anfällt. 
Hierbei ist das Lebergewebe jedoch in der Regel pathologisch verändert, und die 
Hepatozyten sind meistens von minderer Qualität, was die Nutzbarkeit dieser Zellen 
einschränkt.     
Die Verfügbarkeit primärer Tupaiahepatozyten ist vor allem abhängig von der 
Verfügbarkeit geeigneter Tupaias und dem Erfolg der Zellisolation aus dem Organ. 
Anders als in den ostasiatischen Heimatländern der Tupaias, ist hierzulande die 
Verfügbarkeit der in Gefangenschaft schwierig zu züchtenden Tiere auf einige wenige 
Tupaiazuchten begrenzt. Die Möglichkeit zur Kryopräservation isolierter Zellen 
ermöglicht ein höheres Maß an Flexibilität bei der Versuchsplanung, weil die 
Verfügbarkeit der Zellen dann erstens nicht direkt von der Verfügbarkeit eines Tupaias 
abhängig ist, und zweitens nicht auf eine kurze Zeitperiode direkt nach der Isolation  
beschränkt bleibt. 
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4.1.1 Isolation 
Die originär von SEGLEN (1976) beschriebene Methode zur Isolation primärer 
Hepatozyten mittels Zwei-Schritt-Collagenaseperfusion wurde vor allem für die 
Anwendung an der Ratte weiter modifiziert und etabliert (u.a. BERRY et al. 1991). Für 
die Anwendung bei Tupaias erwies sich die bei BERRY et al. beschriebene Technik 
prinzipiell als geeignet, jedoch war sie noch verbesserungsfähig. Als einflußreichster 
Faktor in Hinblick auf die Zellausbeute erwies sich die Volumenflußrate, mit der die 
Leber perfundiert wurde, und damit verbunden auch der intrahepatische Druck während 
der Perfusion sowie die Perfusionsdauer. Alle diese Faktoren stehen untereinander in 
Wechselwirkung, wobei der intrahepatische Druck stark mit dem Pfortaderdruck 
korreliert (SAITO et al. 1987). Unter den anfänglichen Bedingungen (Perfusion des 
Organs in situ mit 25 ml/min), mit einer Flußrate weit über physiologischen 
Verhältnissen, und einem hohen posthepatischen Widerstand, stand die Leberkapsel 
deutlich unter Spannung, und riß schon nach insgesamt ca. 40 - 45 min. Perfusion ein. 
Wird die Leber mit einem hohen Druck perfundiert, wie es anfangs der Fall war, könnte 
die Organkapsel auf Grund der hohen Spannung schon dann einreißen, wenn sich viele 
Zellen noch nicht ausreichend aus dem Gewebeverband gelöst haben.       
Durch die Reduktion der Volumenflußrate um mehr als 60% auf 8 - 10 ml/min sowie 
der Senkung des posthepatischen Widerstandes wurde die Organspannung der Leber 
deutlich vermindert, so daß das Organ erst nach insgesamt ca. 70 min. ausreichend 
aufgeweicht war. Wegen des länger dauernden Calciumentzugs, der zum Verlust der 
Zell-Zell-Kontakte führt, sowie der längeren Einwirkungszeit der Collagenase, ist es 
wahrscheinlich, daß sich mehr Zellen aus dem Parenchymverband lösen können als bei 
kürzeren Perfusionszeiten. Die Zellausbeute steigt dadurch.  
Die so veränderten Perfusionsbedingungen hatten auch eine höhere Viabilität der Zellen 
zur Folge. Dies könnte dadurch zu erklären sein, daß die Zellen bei einem höheren 
Perfusionsdruck einem höheren mechanischen Streß ausgesetzt sind, der 
Zellschädigungen bis hin zur Nekrose verursachen kann. Daß ein akut erhöhter 
Pfortaderdruck zu Leberzellnekrosen führt, wurde unter anderem schon früher 
beschrieben (KOYAMA et al. 2003, IWAI et al. 1998). 
Eine weitere Steigerung der Zellviabilität konnte dadurch erreicht werden, daß an Stelle 
einer kalten calciumfreien Lösung eine oxygenierte, raumtemperierte verwendet wurde.  
Diesbezüglich beschreiben BERRY et al. (1991), primär im Zusammenhang mit dem 
Waschen der isolierten Zellen im Anschluß an die Leberperfusion, folgende 
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Zusammenhänge: Die Verwendung warmer Lösungen verursacht einen größeren 
zellulären ATP-Verlust und Proteinverlust durch Membranschädigungen, und hat eine 
reduzierte Syntheseleistung der kultivierten Zellen zur Folge. Durch kalte Lösungen 
hingegen werden transmembranäre Ionenverschiebungen mit konsekutivem Zellödem 
verursacht, wodurch die Hepatozyten ebenfalls geschädigt werden können.  
Der Einsatz von raumtemperiertem calciumfreien Medium bei der Perfusion unter den 
modifizierten Bedingungen erwies sich hinsichtlich der Viabilität primärer 
Tupaiahepatozyten als leicht überlegen gegenüber kalter Lösung. Die Ursache hierfür 
könnte darin liegen, daß das bei niedrigerer Temperatur entstehende Zellödem im 
Rahmen der prolongierten Perfusionsphase so schwerwiegend wird, daß es die Zellen 
stärker schädigt als diejenigen Veränderungen, welche die Zellen bei Raumtemperatur 
erfahren. 
Die unterschiedlichen Auswirkungen verschiedener Collagenase-Präparationen auf 
Zellausbeute und Viabilität liegt darin begründet, daß dies Substanzgemische sind, die 
neben Collagenase auch Fremdenzyme in wechselnden Mengen beinhalten (vgl. auch 
BERRY et al. 1991). Die quantitative Zusammensetzung dieses Enzymgemisches ist in 
unterschiedlichen Produkten, ja sogar in unterschiedlichen Chargen eines Produktes, 
mehr oder weniger different, da die Produkte aus einem biologischen System 
(Bakterienkulturen) gewonnen werden.  
 
4.1.2 Kryopräservation 
Bei der Forschung mit primären Tupaiahepatozyten bietet die Möglichkeit der 
Kryopräservation dieser Zellen mehrere wesentliche Vorteile, und bedingt eine große 
Arbeitserleichterung: Die Verfügbarkeit der Zellen ist dann nicht mehr davon abhängig, 
daß jedesmal direkt vor der Arbeit mit ihnen ein Tier getötet und die Zellen isoliert 
werden müssen. Nun können in einem separaten Arbeitsschritt die Zellen gewonnen und 
portioniert eingefroren werden, um sie zu mehreren beliebig wählbaren Zeitpunkten 
auftauen und verwenden zu können. Da sich die primären Hepatozyten in der Kultur 
kaum noch vermehren, ist es nicht möglich, sie in der Kultur in ausreichender Menge 
anzuzüchten, wie dies bei Hepatomzellinien geschieht. Die Kryopräservation ermöglicht 
ein hohes Maß an Flexibilität bei der Versuchsplanung hinsichtlich Zeitpunkt und 
Umfang der Versuche. Auch kleinere Zwischenversuche, bei denen nur wenige Zellen 
benötigt werden, können zu beliebigen Zeitpunkten durchgeführt werden, ohne daß 
extra dafür ein Tier getötet werden muß. Außerdem ist die Verfügbarkeit von Zellen 
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nicht mehr direkt von der Verfügbarkeit von Tupaias abhängig. Sind diese schwer zu 
züchtenden und in Mitteleuropa nur sehr begrenzt vorhandenen Tiere für eine längere 
Zeit nicht verfügbar, so kann ein Vorrat eingefrorener Zellen einen solchen 
Versorgungsengpaß überbrücken.  
Während die Kryopräservation von Zellinien eine weit verbreitete und 
unproblematische Methode ist, ist sie bei primären Zellen auf Grund der 
Empfindlichkeit dieser Zellen gegenüber den bei dieser Prozedur stattfindenden 
physikalischen und physikochemischen Veränderungen mit einem höheren 
Schwierigkeitsgrad behaftet. Das wohl größte Problem beim Einfrieren stellt die 
intrazelluläre Eiskristallbildung dar, die zu Zellnekrosen führt. Weitere Zellverluste sind 
der Apoptose, der einige Zellen nach dem Auftauen anheimfallen, zuzuschreiben. 
Sowohl bei der Einleitung der Apoptose, als auch der Entstehung von Zellnekrosen 
wirken mehrere zellschädigende Faktoren zusammen, unter anderem folgende: Eine 
weitreichende Störung von Membranintegrität und -funktionen mit transmembranären 
Ionenbewegungen, Verlust des zytoprotektiven Antioxidantiums Glutathion und anderer 
Stoffwechselmetaboliten aus dem Zytoplasma, sowie eine allgemein reduzierte 
Syntheseleistung der aufgetauten Zellen. (HARRIS et al. 1991, FU et al. 2001, 
RODRIGUEZ et al. 1998, DE LOECKER et al. 1990). 
Im Falle primärer Hepatozyten können die so entstehenden Zellverluste auf Grund der 
stark eingeschränkten Proliferationskapazität der verbleibenden Zellen nicht  
kompensiert werden. Dies unterscheidet sie ganz wesentlich von Hepatomzellinien, die 
nach dem Auftauen stark proliferieren können. Ziel einer optimalen 
Kryopräservationsmethode für primäre Hepatozyten muß es daher sein, eine möglichst 
hohe Wiedererlangung („recovery“) lebendiger Zellen nach dem Auftauen zu erreichen. 
Eine entscheidende Rolle spielt hierbei die Zusammensetzung des Einfriermediums.  
Für das hier etablierte Protokoll zur Kryopräservation primärer Tupaiahepatozyten 
wurde als Basismedium eine modifizierte „University of Wisconsin solution“ (UW-
Lösung) benutzt. UW-Lösung wurde ursprünglich für die kühle Aufbewahrung von 
Geweben in der Transplantationsmedizin entwickelt, findet nun aber auch zunehmend 
Verwendung für die Kryopräservation von Zellen. UW-Lösung wirkt auf vielerlei Art 
und Weise zytoprotektiv, unter anderem durch Stabilisierung der Zellmembran, 
Verhinderung von transmembranären Ionenbewegungen, von Zellödem und 
intrazellulärer Azidose, sowie Reduktion oxidativer Schädigungen; weiterhin inhibiert 
sie Mechanismen zur Einleitung der Apoptose (ARIKURA et al. 2002).  
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Das in dieser Arbeit etablierte Protokoll zur Kryopräservation primärer 
Tupaiahepatozyten ermöglicht das Einfrieren und Auftauen dieser Zellen mit einer 
hohen Wiedererlangungsrate („recovery-Rate“). Diese Rate ist bei Verwendung von 
UW-Lösung anstelle von DMEM als Basismedium deutlich höher, was die 
Überlegenheit von UW-Lösung gegenüber normalem Zellkulturmedium hinsichtlich 
seiner zytoprotektiven Eigenschaften zeigt. Auch erwiesen sich die eingesetzten 
Konzentrationen von DMSO und FKS, sowie die Anwendung einer Mehrschritt-
Technik beim Auftauen als sehr gut geeignet. Die erzielten Ergebnisse stimmen mit 
denen überein, die DANDRI et al. (2001 u. 2005) in ihren Studien zur Kryopräservation 
primärer Waldmurmeltier- und Tupaiahepatozyten erhalten haben. 
Die aufgetauten Zellen wiesen im Vergleich zu frisch isolierten in der ersten Zeit der 
Kultivierung keine lichtmikroskopisch erkennbaren morphologischen Unterschiede auf 
(Abb. 3-1.3), was darauf schließen läßt, daß sich die Kryopräservation kaum auf ihren 
Differenzierungszustand und damit diverse Zellfunktionen auswirkt. Genauere 
Aussagen hierzu ließen sich beispielsweise durch die Untersuchung zellulärer 
Stoffwechselleistungen oder des mRNA-Expressionsmusters treffen. Auch ARIKURA 
et al. (2002) stellten die morphologische Gleichheit zwischen frisch isolierten und 
aufgetauten primären (Ratten-)Hepatozyten fest, aber nur dann, wenn sie unter 
Verwendung von UW-Lösung kryopräserviert wurden. Bei DMEM als 
Basiskomponente des Gefriermediums fanden sie nicht nur größere morphologische 
Unterschiede, sondern auch eine deutlich stärkere Schädigung der hepatozytären 
Zellmembran sowie eine reduzierte Stoffwechselaktivität im Vergleich zu denjenigen 
Zellen, die mit UW-Lösung eingefroren wurden. Demnach ist zu erwarten, daß sich mit 
UW-Lösung kryopräservierte primäre Tupaiahepatozyten nach dem Auftauen in einem 
Differenzierungszustand befinden, der demjenigen frisch isolierter Zellen sehr ähnlich 
ist, und nur sehr leichte zelluläre Schäden aufweisen.  
Wie eine Studie von CHESNE et al. (1993) zeigt, unterscheidet sich der Stoffwechsel 
kryopräservierter Zellen anfangs noch von dem frisch isolierter Zellen, gleicht sich aber 
nach 24 - 48 Stunden Kultivierung an. Aus diesem Grund wurden die meisten Versuche 
mit den primären Tupaiahepatozyten nach zwei bis drei Tagen Latenz nach der Isolation 
bzw. nach dem Auftauen durchgeführt.  
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Durch die Zugabe von Polyethylenglykol (PEG) zu UW-Lösung können Leberzellen 
noch effektiver vor einer Schädigung durch Kälteeinwirkung geschützt werden (MACK 
et al. 1991, BEN ABDENNEBI et al. 2002). Welche Mechanismen dabei eine Rolle 
spielen, ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Angenommen werden unter anderem ein 
Schutz des Zytoskeletts vor einem Kälteschaden, sowie die Wirkung von PEG als 
intrazelluläres Antioxidantium, welches insbesondere vor dem oxidativen Streß beim 
Auftauvorgang schützt.    
Als Zusätze zu diesem Basismedium aus PEG-versetzter UW-Lösung wurde einerseits 
Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet, das vor allem die zellschädigende intrazelluläre 
Eiskristallbildung reduziert (HARRIS et al. 1991), andererseits fetales Kälberserum 
(FKS). Die Mechanismen, über die FKS die Zellen beim Einfrieren schützt, sind nicht 
genau bekannt; diskutiert werden unter anderem eine Stabilisierung der Zellmembran, 
Schutz vor osmotischem Streß durch die Versorgung mit bestimmten Aminosäuren, und 
/ oder eine Unterstützung zellulärer Reparaturmechanismen (LEONI et al. 2002). 
Abb. 4-1.1 gibt eine vereinfachte Übersicht über die Mechanismen der Zellschädigung 
beim Einfrieren und Auftauen isolierter Zellen, die durch die Verwendung eines 
geeigneten Kryopräservationsmediums, wie dem hier verwendeten, minimiert werden 
können. 
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Abb. 4-1.1: Schematische, stark vereinfachte Darstellung einiger Mechanismen, die  
 im Rahmen eines Einfrier-Auftau-Zyklus´ zur Schädigung primärer Zellen führen  
 können. Dargestellt sind die direkten Einwirkungen auf die Zelle (schwarze Pfeile),  
 sowie deren Folgen und übergeordnete Zusammenhänge (rote Pfeile). 
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4.2 Proteinexpression und funktionelle Differenzierung primärer Hepatozyten 
Der Differenzierungszustand primärer Hepatozyten zeigt sich in der Expression 
spezieller Proteine, insbesondere Enzyme, Rezeptoren und Zytoskelettkomponenten. 
Teilweise erlaubt schon der qualitative Nachweis charakteristischer Proteine 
Rückschlüsse auf die Zelldifferenzierung.  
 
4.2.1 Expression von Zytoskelettfilamenten 
a) Tubulin. Der positive Nachweis von acetyliertem α-Tubulin in primären 
Tupaiahepatozyten entsprach den Erwartungen, da Tubulin in dieser Form in sehr vielen 
Säugetierzellen vorkommt. Nur in wenigen Zellen, zum Beispiel der Rattenkänguruh-
Zellinie PtK2, liegt das erkannte Epitop in einer nicht-acetylierten oder anderweitig 
modifizierten Form vor (PIPERNO et al. 1987), und ist damit mit dem verwendeten 
Antikörper nicht direkt nachweisbar. Die Nachweisbarkeit von Tubulin in 
Tupaiahepatozyten erlaubt beispielsweise Untersuchungen zur Interaktion des Hepatitis 
B-Virus mit Tubulin-abhängigen intrazellulären Transportsystemen.  
 
b) Vimentin. Für differenzierte Hepatozyten in einer gesunden Säugetierleber sind vor 
allem die Zytokeratine (CK) CK8 und CK18 charakteristisch. Eine Expression von 
Vimentin findet in diesen Zellen nicht statt, wohl aber in sogenannten „duktulären 
Hepatozyten“ („ductular hepatocytes“), die den Ausgangspunkt für die 
Leberzellregeneration nach größeren Organnekrosen bilden, und damit eine Art 
hepatische Stammzellen darstellen (SHIGA und SHIROTA 2000). Auch bestimmte 
Populationen hepatischer Gallengangsepithelzellen und Fibroblasten produzieren 
physiologischerweise Vimentin (u.a. HERBST et al. 1997, ALISON et al. 1997, 
HAQUE et al. 1996). Eine de novo-Synthese von Vimentin in Hepatozyten in vivo 
findet nur bei bestimmten Lebererkrankungen statt, ebenso die de novo-Synthese von 
CK7 und CK19, sowie eine erhöhte Produktion von CK8 und CK18. Die erhöhte 
Filamentsynthese steht dabei in einem inversen Verhältnis zur Expression 
leberzellspezifischer Proteine (BLAHETA et al. 1998, BEN-ZE`EV et al. 1988), und 
indiziert einem geringeren Differenzierungszustand, ebenso das Vorhandensein von 
Vimentinfilamenten.  
In dieser Arbeit konnten durch den Nachweis von Vimentin in bestimmten 
Hepatozytenpopulationen der Zellkultur Rückschlüsse auf den Differenzierungszustand 
der verschiedenen Zellen gezogen werden. Es konnte nur in solchen Zellen 
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nachgewiesen werden, die am Rande eines größeren Zellverbandes lagen, oder aber in 
solitär liegenden. Diejenigen Zellen, die inmitten eines größeren Zellverbundes lagen, 
zeigten keine Expression von Vimentin. Es ist daher anzunehmen, daß sie ähnlich 
differenziert waren wie Hepatozyten in normalem Lebergewebe in vivo, da dort auch 
keine Vimentinexpression stattfindet.  
Ebenso wie in vivo, findet auch unter in vitro-Bedingungen die hepatozelluläre 
Vimentinproduktion in Abhängigkeit vom Differenzierungszustand der Zellen statt. 
Dieser wird hier vor allem von Zell-Zell-Kontakten, der Art der Zellkulturmatrix und 
dem Zellkulturmedium bestimmt, und ändert sich mit zunehmender Kultivierungsdauer 
in Richtung Dedifferenzierung (SCHUETZ et al. 1988, KARAVANOVA et al. 1985, 
PAGAN et al. 1997, BLAHETA et al. 1998). Die Beobachtung, daß es sich bei 
Kultivierung auf einer Collagenmatrix nur in Zellen nachweisen ließ, die entweder 
solitär oder in der Peripherie eines Zellverbandes lagen, stimmt mit den Berichten 
anderer Autoren überein (BLAHETA et al. 1998, PAGAN et al. 1997).      
Hieraus, und aus der unterschiedlichen Struktur des Filamentnetzwerkes in solitären und 
randständigen Hepatozyten, kann man ableiten, daß die Zelldifferenzierung vom 
Vorhandensein und von der Ausprägung von Zell-Zell-Kontakten in sehr diffiziler 
Weise beeinflußt wird. Dies mag eine entscheidende Rolle für die Suszeptibilität von 
primären Tupaiahepatozyten für eine HBV-Infektion spielen, da sich infizierte Zellen 
bislang nur mitten in einem Zellverband nachweisen ließen, nie jedoch in randständigen 
oder solitären Zellen. Hierauf wird im weiteren Verlauf der Diskussion nochmals 
eingegangen werden. 
Weitergehende Aussagen zur Differenzierung der kultivierten Hepatozyten wären 
beispielsweise durch den Nachweis der Zytokeratine CK7, 8, 18 und 19 möglich, die 
unter unterschiedlichen Bedingungen in charakteristischer Art und Weise exprimiert 
werden (BLAHETA et al. 1998). 
Aus den getroffenen Beobachtungen kann man die Forderung ableiten, in der Zellkultur 
einen möglichst geschlossenen Zellverband zu erreichen, da dies für den 
Differenzierungszustand der Zellen optimal wäre, und damit eine bessere 
Vergleichbarkeit mit der Situation in vivo möglich ist.  
Im Weiteren wäre die Untersuchung der Zelldifferenzierung bei Verwendung anderer 
extrazellulärer Matrices, z.B. Laminin oder Matrigel statt Collagen Typ I, interessant, da 
nach BLAHETA et al. (1998) besonders diese beiden Matrices die Dedifferenzierung 
kultivierter Hepatozyten verzögern können.   
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4.2.2 Funktionalität von Oberflächenrezeptoren  
a) Asialoglykoproteinrezeptor (ASGPR). Der Asialoglykoproteinrezeptor konnte auf 
primären Tupaiahepatozyten mittels indirekter Immunfluoreszenz oder Immun-
zytochemie unter Verwendung eines Antikörpers gegen den humanen ASGPR nicht  
dargestellt werden.  
Jedoch war es möglich, eine Aufnahme von lactosyliertem, FITC-markiertem Human-
Albumin durch die Tupaiahepatozyten nachzuweisen. Diese Ergebnisse sprechen dafür, 
daß diese Zellen unter den gegebenen Kulturbedingungen über einen funktionstüchtigen 
ASGPR verfügen, dieser jedoch nicht vom verwendeten Antikörper gegen den humanen 
ASGPR erkannt wird.  
Der Asialoglykoproteinrezeptor wird ausschließlich von Hepatozyten exprimiert, und 
dort nur in bestimmten Arealen der Zytoplasmamembran: Er kommt in einer hohen 
Dichte auf der sinusoidalen (basolateralen) Zellmembran vor, welche im 
Gewebeverband der Leber mit den Kapillaren in Kontakt steht, und über welche ein 
reger Stoffaustausch mit dem Blutplasma stattfindet. Auf der apikalen (den 
Gallenkanälchen zugewandten) Zellmembran fehlt der ASGPR hingegen (vgl. SPIESS 
1990). Das Vorkommen des ASGPR auf der Zellmembran ist also abhängig von der 
Spezialisierung bestimmter Abschnitte der Zytoplamamembran, und folglich vom 
Differenzierungszustand der Zelle. Eine Bedeutung des ASGPR für die HBV-Infektion 
bzw. Bindung und Aufnahme der Virionen wurde bereits von mehreren Autoren 
postuliert (u.a. TREICHEL et al. 1994 u. 1997, vgl. auch DE MEYER et al. 1997). Aus 
Studien mit Sendai-Viren ist bekannt, daß diese bei Verlust ihres originären 
Bindeproteins über den ASGPR von Leberzellen aufgenommen werden, und diese auf 
diesen Weg infizieren können (MARKWELL et al. 1985). Auch das Marburg-Virus, ein 
Filovirus, kann über den ASGPR Hepatozyten und HepG2-Zellen infizieren (BECKER 
et al. 1995).  
Weiterhin scheinen Autoantikörper gegen den ASGPR im Rahmen der Infektion von 
Waldmurmeltieren mit dem Woodchuck Hepatitis Virus (WHV) eine Rolle bei der 
Pathogenese der hepatischen Entzündungsreaktion zu spielen (DIAO et al. 1998).   
Bei den hier durchgeführten Experimenten schienen nicht alle kultivierten 
Tupaiahepatozyten den ASGPR gleich stark zu exprimieren, vielmehr war auch hier die 
Expression offensichtlich vom Differenzierungszustand der Zellen abhängig. Nur 
diejenigen Hepatozyten, die als Zeichen einer höheren Differenzierung wenig Vimentin 
exprimierten, nahmen nachweisbare Mengen lactosylierten Albumins auf, während die 
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geringer differenzierten Zellen mit hoher Vimentinexpression keine darstellbare 
Aufnahme von lactosyliertem Albumin zeigten.  
Die nicht-parenchymatischen Zellen aus der Tupaialeber, die sich in kleinen Mengen in 
der Hepatozytenkultur befanden, zeigten keinerlei Bindung oder Aufnahme des 
lactosylierten FITC-Albumins. Dies spricht gegen eine unspezifische Bindung dieses 
synthetischen Asialoglykoproteins an die kultivierten Zellen.  
 
b) Transferrinrezeptor. Der Transferrinrezeptor (CD71) wird in vivo unter anderem von 
Hepatozyten und hepatischen KUPFFER-Zellen exprimiert, sowie in einigen  
extrahepatischen Geweben, wie zum Beispiel der Hypophyse (GATTER et al. 1983). 
Die Expression dieses Rezeptors auch in vitro konnte unter anderem an primären 
Rattenhepatozyten und HepG2-Zellen gezeigt werden (THORSTENSEN u. ROMSLO 
1984, HIRSH et al. 2002). In dieser Arbeit konnte eine Aufnahme von humanem 
Transferrin durch primäre Tupaiahepatozyten fluoreszenzmikroskopisch nicht 
nachgewiesen werden. Dafür kann es verschiedene Gründe geben: Einerseits ist die 
Transferrinaufnahme in einem gewissen Maß speziesspezifisch. So konnte MORGAN 
(1991) zeigen, daß Rattenhepatozyten zwar Transferrin von Ratte, Mensch, Hund und 
Kaninchen aufnehmen, nicht aber welches von Kurzschwanzkängurus und niederen 
Vertebraten wie Fischen, Reptilien und Amphibien. Verantwortlich ist hierfür eine 
hochspezifische Interaktion zwischen dem Transferrinrezeptor und seinem Liganden, 
dem Transferrin.  
Andererseits wird der Transferrinrezeptor möglicherweise von den Tupaiahepatozyten 
unter den gegebenen Zellkulturbedingungen gar nicht exprimiert, oder nur in einem so 
geringen Maß, daß er mit den angewandten Methoden nicht erfaßt werden konnte. Ein 
Indiz für diese These ist der Umstand, daß der Transferrinrezeptor auch mittels 
indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie, mit einem Antikörper gegen den humanen 
Transferrinrezeptor, nicht nachgewiesen werden konnte. Dies wiederum kann aber auch 
darin begründet liegen, daß der tupaine (Tupaia-) Transferrinrezeptor auf Grund einer 
abweichenden Aminosäuresequenz oder seiner räumlichen Struktur keine 
Bindungsstelle für den verwendeten Primärantikörper aufweist. 
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4.2.3 Vergleichende Gegenüberstellung der eingesetzten immunzytochemischen 
und immunfluoreszenzmikroskopischen Nachweismethoden 
Die indirekte Immunfluoreszenz ist, vor allem in Kombination mit der konfokalen 
Laser-scanning Mikroskopie, ein sehr elegantes Verfahren, das durch den geschickten 
Einsatz unterschiedlicher Fluorophore den spezifischen Nachweis mehrerer zellulärer 
Antigene gleichzeitig erlaubt. Ein weiterer Vorteil der konfokalen Mikroskopie liegt 
darin, daß man gezielt eine frei wählbare, wenige Mikrometer dicke Schicht einer Zelle 
betrachten kann, und nicht alle Ebenen übereinander projiziert sieht, wie in der 
Auflichtmikroskopie vollständiger Zellen. Dies ermöglicht eine intrazelluläre 
Lokalisation interessierender komplexer Strukturen. Weiterhin ist die Möglichkeit der 
virtuellen pseudo-dreidimensionalen Rekonstruktion einer kompletten Zelle gegeben. 
Leider war diese Methode für die durchgeführten Experimente jedoch wenig 
praktikabel, weil die primären Tupaiahepatozyten eine starke Eigenfluoreszenz in 
praktisch allen Lichtwellenbereichen des eingesetzten Laser-scanning Mikroskops 
zeigten. Vor allem die Anregung mit monochromatischem blauen Licht (λ=488 nm) 
ergab eine intensive Emission von grünem Licht. Dieses Phänomen wird hauptsächlich 
auf die in der Plasmamembran der Hepatozyten befindlichen Flavine (Riboflavin, FAD, 
FMN) zurückgeführt (NOKUBO et al. 1988). 
Diese starke Hintergrundfluoreszenz, die eine schlechtes Signal-Rausch-Verhältnis 
bedingte, erforderte die Anwendung einer immunzytochemischen Methode, auch wenn 
hier eine spezifische simultane Markierung unterschiedlicher Antigene sehr schwierig 
ist, und nicht die Möglichkeit der konfokalen Mikroskopie besteht. 
Bei der angewandten immunzytochemischen Methode nach dem APAAP-Prinzip trat 
keine unspezifische Hintergrundfärbung auf, außerdem stellte sie sich als sehr sensitiv 
im Nachweis auch kleinster Mengen HBsAgs dar.  
Für die in dieser Arbeit untersuchten Fragestellungen erwies sich diese Methode als sehr 
gut geeignet. Jedoch wäre es für weitergehende Untersuchungen, beispielsweise zur 
Interaktion subviraler Partikel mit zellulären Strukturen wie Zytoskelettfilamenten oder 
Oberflächenrezeptoren, wünschenswert, auf eine praktikable immunfluoreszenz-
mikroskopische Methode zurückgreifen zu können. In dieser Richtung sollten zukünftig 
noch weitere Anstrengungen unternommen werden.  
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4.3 Infektion primärer Tupaiahepatozyten mit dem humanen Hepatitis B-Virus 
Die Infizierbarkeit des ostasiatischen Spitzhörnchens Tupaia belangeri mit HBV in vivo 
ist seit ca. 1987 bekannt (SU 1987); die in vitro-Infektion primärer Tupaiahepatozyten 
wurde erstmals etwa zehn Jahre später beschrieben (WALTER et al. 1996). Seitdem 
wurden, vor allem in Deutschland und China, zahlreiche weitere Bemühungen 
unternommen, dieses Infektionssystem weiter zu erforschen und auszubauen. Durch die 
erfolgreiche Etablierung dieses Systems steht das bislang einzige Kleintiermodell für 
die HBV-Infektion des Menschen zur Verfügung. An diesem Modell sind erstmals 
Studien zu allen Abschnitten des viralen Lebenszyklus möglich, sowohl in vivo als auch 
in vitro. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dem in vitro-Modell unter Verwendung 
primärer Tupaiahepatozyten der Vorzug gegeben, da darin die frühen Phasen der HBV-
Infektion einfacher, genauer und umfangreicher zu untersuchen sind als in einem in 
vivo-System. Natürlich ist auch aus ethischen und tierschutzrechtlichen Gründen ein 
solches System eindeutig zu bevorzugen. Experimente in vivo sind immer mit einer 
zusätzlichen Belastung für das Tier verbunden, und wahrscheinlich müßte auch hier das 
Tier am Ende des Versuches getötet werden, um die Leber adäquat untersuchen zu 
können. In vitro ist mit den Leberzellen eines Tieres die Durchführung zahlreicher 
unterschiedlicher Experimente möglich, während dafür in vivo wesentlich mehr Tiere 
benötigt würden, da man an einem Tier praktisch immer nur einen Versuch durchführen 
könnte.  
Als Nachweismethode der HBV-Infektion wurde ein immunzytochemisches Verfahren 
gewählt, da unter anderem untersucht werden sollte, wie viele und welche der Zellen in 
einer Kultur sich infizieren lassen. Hierfür eignen sich immunzytochemische Methoden 
optimal. Mit diesem Verfahren konnte nun auch in der Tat neu gebildetes HBsAg in den 
primären Tupaiahepatozyten nachgewiesen werden. Daß es sich hierbei nur um neu 
synthetisiertes, und nicht um aus den Inokulat aufgenommenes HBsAg handeln kann, 
wurde durch die im Kapitel 3.4.1.3 beschrieben Versuche bestätigt. Danach ist 
aufgenommenes HBsAg bereits zwei Stunden nach Aufnahme mit dem verwendeten 
Immunzytochemie-System nicht mehr nachweisbar.  
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4.3.1 Infektion mit gereinigten HBV-Präparationen 
In dieser Arbeit konnte die in vitro-Infektion primärer Tupaiahepatozyten mit HBV 
erstmalig immunzytochemisch dargestellt, und damit direkt visualisiert werden, ohne 
die Struktur der infizierten Zellen vollständig zu zerstören. Diese Vorgehensweise 
unterscheidet sich damit ganz wesentlich von allen anderen Methoden, die bislang zum 
Nachweis einer HBV-Infektion in einem in vitro-System herangezogen wurden, wie die 
quantitativen Bestimmungen von HBs- und HBe-Antigen oder HBV-DNA im 
Zellkulturüberstand, oder SOUTHERN-Blot-, Northern-Blot- oder PCR-Analysen von 
Zell-Lysaten (vgl. WALTER et al. 1996, KÖCK et al. 2001, REN u. NASSAL 2001). 
Lediglich die in vivo-Infektion von Tupaias wurde bislang durch den 
immunzytochemischen Nachweis intrazellulären HBs- bzw. HBc-Antigens in Leber-
Schnittpräparaten dargestellt (YAN et al. 1996, WALTER et al. 1996).  
Durch die Möglichkeit der sicheren Identifikation einzelner infizierter Zellen in dem in 
vitro-System wird einem weiten Spektrum von Untersuchungen an vollständigen Zellen 
der Weg gebahnt. Dies könnte zum Beispiel die gezielte Analyse ausschließlich 
infizierter Tupaiahepatozyten sein, bis hin zur Einzelzellanalyse unter Zuhilfenahme 
von Mikrodissektionstechniken (zu dieser Methode siehe z.B. FINK et al. 2000). 
 
Viele der in der Literatur beschriebenen in vitro-Infektionen primärer humaner oder 
tupainer Hepatozyten sowie von HepaRG-Zellen mit HBV fanden unter Verwendung 
eines Infektionsmediums statt, das Polyethylenglykol (PEG) enthielt (WALTER et al. 
1996, GRIPON et al. 1993 u. 2005, SCHULZE-BERGKAMEN et al. 2003, ENGELKE 
et al. 2006). Es ist bekannt, daß PEG die Fusion von Plasmamembranen begünstigt (vgl. 
PONTECORVO 1975, ALDWINCKLE et al. 1982). Daher wäre es durchaus möglich, 
daß durch PEG auch die Interaktion des umhüllten Hepatitis B-Virus mit den 
Hepatozytenmembranen unphysiologisch verändert wird, zum Beispiel in Form einer 
artifiziellen Membranfusion (vgl. KÖCK et al. 2001). Dadurch könnte es zur Infektion 
unter Umgehung des natürlichen Invasionmechanismus kommen. Dies wird jedoch von 
einigen Arbeitsgruppen als sehr unwahrscheinlich erachtet, da sich die HBV-Infektion 
trotz des Vorhandenseins von PEG noch spezifisch inhibieren läßt. PEG bewirke keine 
qualitative Veränderung der Infektion an sich, sondern nur eine rein quantitative 
Verbesserung der Infektionseffizienz (GRIPON et al. 2005).    
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Da aber der Invasionsmechanismus von HBV in dieser Arbeit möglichst unverfälscht 
näher studiert und charakterisiert werden sollte, ist hier auf den Einsatz von PEG 
bewußt verzichtet worden, auch wenn hierdurch die Infektionseffizienz eventuell hätte 
gesteigert werden können (vgl. GRIPON et al. 1993, GRIPON et al. 2005). 
Zur Infektion von Tupaiahepatozyten kann man HBV-haltiges menschliches Serum 
benutzen, vor allem in vivo wurde dies schon häufiger durchgeführt (vgl. YAN et al. 
1996, ZHOU et al. 2003, WANG et al. 2003, WALTER et al. 1996). Jedoch scheint es 
einen Faktor im menschlichen Serum zu geben, der die Bindung von HBV an 
Tupaiahepatozyten inhibiert, vor allem unter in vitro-Bedingungen. Durch gereinigte 
Viruspräparationen aus humanem Serum läßt sich dieser inhibitorische Faktor 
eliminieren (KÖCK et al. 2001).  
Als Reinigungsverfahren eignen sich die Nycodenz- oder die Sucrosegradienten-
zentrifugation (GLEBE 2006). Ob eine dieser Methoden der anderen überlegen ist, und 
ob durch diese Behandlungen die Viruspartikel beeinträchtigt werden, ist nicht genau 
bekannt. Für diese Arbeit wurden ausschließlich Viruspräparationen benutzt, die durch 
Sucrose-Gradientenzentrifugation gereinigt wurden. 
 
a) Infektion frisch isolierter Zellen. Die Durchführung von Infektionsversuchen an 
Tupaiahepatozyten, die erst kurze Zeit vorher aus dem lebenden Tier isoliert wurden, 
stellte bis zur Anfertigung dieser Arbeit die einzige übliche Vorgehensweise dar.  
Um den Zellen nach der Isolation genügend Zeit zur Redifferenzierung zu geben, und 
einen weitgehenden Austausch der eventuell während der Isolation beschädigten 
Oberflächenrezeptoren zu gewährleisten, wurden alle hier beschriebenen 
Infektionsversuche am dritten Tag nach der Zellisolation durchgeführt. Nach 
Beobachtungen von GLEBE und Mitarbeitern (persönliche Mitteilung) ist die 
Infektionseffizienz zu diesem Zeitpunkt am größten. Dieses Vorgehen unterscheidet 
sich von demjenigen anderer Arbeitsgruppen, die bereits nach einem oder zwei Tagen 
nach der Isolation mit der Infektion beginnen (vgl. WALTER et al. 1996, KÖCK et al. 
2001).  
Bei den hier durchgeführten Infektionsexperimenten wurde klar, daß es zur 
erfolgreichen Infektion einer relativ großen Menge an Viren pro Zelle bedarf, nämlich 
mindestens 1.000 Genomäquivalente (ge) / Zelle. Selbst bei einer so hohen 
Infektionsdosis war die Effizienz der Infektion mit maximal 1% der Zellen sehr gering. 
Allerdings konnte durch diese Versuche erstmals überhaupt die Infektionseffizienz in 
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diesem in vitro-System beurteilt werden. Vorher konnte nur die Menge des neu 
synthetisierten HBs- bzw. HBe-Antigens bestimmt werden, ohne daß man wußte, ob 
nun wenige infizierte Zellen große Mengen viraler Proteine synthetisieren, oder viele 
infizierte Zellen kleine Mengen. Analoges gilt für die quantitativen mRNA- und Virus-
DNA-Bestimmungen. Diese Frage kann zwar auch hier nicht mit abschließender 
Sicherheit beantwortet werden, da es im Rahmen dieser Arbeit nicht gelang, in den 
Überständen der relativ kleinen Zellkulturen soviel HBs- oder HBe-Antigen zu messen, 
daß sich die Meßwerte sicher positiv gegen das Hintergrundsignal der Meßmethode 
abgrenzen ließen. Wegen der permanent geringen Infektionseffizienz, und der deutlich 
meßbaren HBs- und HBe-Antigen-Produktion in größeren Zellkultursystemen, liegt 
jedoch die Vermutung nahe, daß eher eine kleine Anzahl infizierter Zellen mit einer 
relativ hohen Syntheserate virale Proteine produziert.  
Aus weiterführenden Experimenten der Arbeitsgruppe ist mittlerweile bekannt, daß sich 
die Infektionseffizienz durch den Einsatz größerer Virusmengen auf bis zu 20 % der 
Zellen steigern läßt (GLEBE und Mitarbeiter, persönliche Mitteilung).   
Weiterhin ist aber noch weitgehend unklar, wie viele HBV-Genome sich in einer 
infizierten Zelle befinden, genauso wie der Umfang viraler mRNA-Transkripte. Diese 
Frage ließe sich eventuell durch eine quantitative PCR bzw. RT-PCR an durch 
Mikrodissektion gewonnenen infizierten Einzelzellen beantworten. 
Des weiteren ist festzustellen, daß unter Verwendung von Nukleinsäure-
amplifikationstechniken eine HBV-Infektion primärer Tupaiahepatozyten bereits bei 
einer Infektionsdosis von 10 ge / Zelle nachweisbar war, im Gegensatz zu 1000 ge / 
Zelle beim immunzytochemischen Nachweis (Beobachtungen in der Arbeitsgruppe, vgl.  
GLEBE et al. 2003). Dieser Umstand liegt sicherlich in der höheren Sensitivität der 
ersteren Nachweismethode begründet. Gleichzeitig bedarf es sicherlich weniger Zeit, 
bis eine infizierte Zelle genügend virale mRNA produziert hat, um diese nachweisen zu 
können, als bis sie genügend HBsAg synthetisiert und akkumuliert hat, um dieses 
immunzytochemisch erfassen zu können.  
Bei der Verwendung höherer Infektionsdosen (hier: 1000 statt 10 ge / Zelle) ist es 
möglich, daß jede infizierte Zelle mehrfach infiziert wird, und infolgedessen auch mehr 
mRNA für die Synthese viraler Proteine bildet. Dies hätte eine umfangreichere 
Produktion von HBsAg zur Folge, und damit eine frühere und bessere 
immunzytochemische Nachweisbarkeit.  
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Dieser Umstand müßte bei einer Abschätzung der Infektionseffizienz auf der Grundlage 
einer immunzytochemischen Darstellung berücksichtigt werden; bei der Verwendung 
geringer Infektionsdosen könnten durchaus mehr Zellen infiziert sein, als sich 
immunzytochemisch darstellt.  
Mit den obigen Überlegungen stimmt auch die Beobachtung überein, daß der Nachweis 
von HBsAg im Zellkulturüberstand mittels ELISA in der Regel bereits am sechsten Tag 
post infectionem positiv wird (Beobachtungen in der Arbeitsgruppe, vgl. GLEBE et al. 
2003). Während die Menge sezernierten HBsAgs schon am sechsten postinfektiösen 
Tag ausreicht, um mittels ELISA erfaßt zu werden, ist die Menge des intrazellulär 
akkumulierten HBsAgs noch nicht groß genug, um immunzytochemisch nachgewiesen 
werden zu können. Hierbei spielt vermutlich auch eine höhere Sensitivität des ELISAs 
gegenüber der Immunzytochemie eine Rolle.  
In den Arbeiten von WALTER et al. (1996) wurde der Nachweis der in vivo-Infektion 
von Tupaias durch immunhistochemische Anfärbung von HBs- und HBc-Antigen in 
Leber-Schnittpräparaten erst an den Tagen 15 bzw. 17 p.i. geführt. Ob dieser Nachweis 
schon früher positiv ausgefallen wäre, ist nicht beschrieben. 
 
Vergleich der Verteilungsmuster von HBsAg in primären Tupaiahepatozyten und 
menschlicher Leber. Die in vitro-Infektion primärer Tupaiahepatozyten mit HBV sollte 
idealerweise ein Modell für die HBV-Infektion der menschlichen Leber in vivo sein. 
Unter der Annahme, daß Infektion und Virusreplikation in beiden Systemen gleichartig 
verlaufen, sollte auch die intrazelluläre Lokalisation der verschiedenen 
Virusbestandteile (Nukleinsäuren, HBsAg, HBcAg, ...) gleichartig sein. Es ist bekannt, 
daß HBcAg überwiegend in den Zellkernen der Hepatozyten zur Darstellung kommt, 
während HBsAg praktisch ausschließlich im Zytoplasma, besonders im 
endoplasmatischen Retikulum, nachweisbar ist. Bei der chronischen Hepatitis B-
Infektion des Menschen bedingt eine exzessive Speicherung von LHBs-Protein im 
endoplasmatischen Retikulum histologisch das charakteristische Bild der 
„Milchglashepatozyten“ in der Hämatoxylin-Eosin-Färbung.  
Bei den hier durchgeführten Infektionsversuchen fiel eine sehr markante Verteilung des 
neu synthetisierten HBsAgs in den primären Tupaiahepatozyten auf: Fast immer fand 
sich eine schmale Zone mit einer besonders hohen Konzentration an HBsAg, die dem 
Zellkern direkt außen anlag, und ihn wie eine Korona umschloß (Abb. 4-3.1; vgl. auch 
Abb. 3-3.3 - 3.3.8 im Ergebnisteil). Dieser Bereich der Zelle entspricht in der Regel 
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dem rauhen endoplasmatischen Retikulum. Im übrigen war das HBsAg ziemlich 
homogen über das gesamte Zytoplasma verteilt.  
Dieses Verteilungsmuster unterscheidet sich in einigen Aspekten von demjenigen, 
welches bei der akuten HBV-Infektion des Menschen in histologischen Leber-
Schnittpräparaten beobachtet werden kann. Hierbei zeigen sich unterschiedliche Muster, 
teilweise im selben Präparat gleichzeitig (Abb. 4-3.1): Zum einen gibt es, vergleichbar 
mit den Befunden bei primären Tupaiahepatozyten, Präparate mit nur sehr wenigen 
HBsAg-positiven Zellen, bei denen das HBsAg dann ganz vorwiegend perinukleär 
lokalisiert ist. Diese Verteilungsmuster wird mit einer „klassischen“ akuten Hepatitis in 
Verbindung gebracht (RAY et al. 1976). Zum anderen finden sich Präparate mit Zellen, 
bei denen sich das HBsAg ganz überwiegend direkt an oder in der Zytoplasmamembran 
befindet, kaum jedoch im Zytoplasma selber (Abb. 4-3.1 C). Die pathophysiologischen 
Grundlagen dieses Verteilungsmuster sind noch weitgehend unklar. Einige Autoren 
sehen eine Korrelation dieses Musters mit einem Sistieren der Virusreplikation in den 
infizierten Hepatozyten, einhergehend mit der Integration von HBV-DNA in das 
Genom der Wirtszelle (DIENES et al. 1990, HSU et al. 1988). Dieses Phänomen kann 
vor allem bei nicht-virämischen HBV-Infizierten beobachtet werden. Warum sich im 
Falle einer sistierenden Virusreplikation das HBsAg direkt plasmalemmal anreichern 
soll, ist noch nicht vollständig aufgeklärt. DIENES et al. (1990) konnten in ihren 
Untersuchungen an histologischen Präparaten von Lebern mit chronischer HBV-
Infektion zeigen, daß es sich bei dem plasmamembran-assoziierten HBsAg vorwiegend 
um LHBs handelt. In den Zellen mit sistierender Virusreplikation liegt die virale DNA 
häufig nicht mehr episomal vor, sondern wurde in das Wirtsgenom integriert. Vermutet 
wird, daß dadurch die Transkription und Translation des LHBs-Gens gegenüber den 
SHBs- und MHBs-Genen relativ gesteigert wird. Während viel LHBs produziert wird, 
ist die Synthese von SHBs und MHBs stark reduziert (DIENES et al. 1990). Da das 
LHBs aber nur sezerniert werden kann, wenn intrazellulär ein Überschuß an SHBs 
vorliegt, kumuliert es intrazellulär, teilweise im endoplasmatischen Retikulum, häufig 
jedoch auch in hohen Konzentration in der Zytoplasmamembran. Der Grund für die 
Sekretionshemmung sind bestimmte Sequenzen der PräS1-Domäne, die als starkes 
Retentionssignal wirken (GALLINA et al. 1995). Warum das LHBs jedoch in einigen 
Fällen direkt an der Zytoplasmamembran akkumuliert, und in anderen im 
endoplasmatischen Retikulum, ist noch unklar. 
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Andere Autoren vermuten hingegen, daß ein peripheres HBsAg-Verteilungsmuster mit 
der Immunantwort des Wirtsorganismus zusammenhängt, beziehungsweise ein 
bestimmtes Interaktionsmuster von Zellen des Immunsystems mit infizierten 
Hepatozyten reflektiert (u.a. RAY et al. 1976). So wird ein peripheres Verteilungs-
muster bei Fällen von akuter Hepatitis mit möglichem Übergang in die Chronizität 
gefunden, sowie bei chronisch-aggressiver Hepatitis. In den hier durchgeführten 
Experimenten mit primären Tupaiahepatozyten konnte ein solches Muster allerdings 
nicht beobachtet werden. Dies mag ein Indiz dafür sein, daß dieses Verteilungsmuster in 
der Tat auf der Aktivität des Immunsystems beruht, da dieses in der Hepatozytenkultur 
natürlich nicht vorhanden ist.  
Die Überlegung, daß sich der intensive HBsAg-Nachweis an der Plasmamembran 
darauf zurückführen lassen könnte, daß es sich um subvirale Partikel aus dem 
zirkulierenden Blut handelt, die an die Zelloberfläche gebunden haben, ist relativ 
unwahrscheinlich. Denn Hepatozyten mit einem derartigen Färbemuster kommen 
bevorzugt bei chronisch HBV-Infizierten mit nur geringer Virämie und HBs-
Antigenämie vor. Zudem ist bei diesen Personen häufig nur extrem wenig LHBs im 
Serum zu finden, welches den größten Anteil des zytoplasmamembran-assoziierten 
HBsAgs ausmacht (DIENES et al. 1990). Wenn nur wenig LHBs im Serum vorkommt, 
kann auch nur sehr wenig LHBs an Leberzellen binden. Nur geringe Mengen von 
gebundenem HBsAg entziehen sich mit großer Wahrscheinlichkeit der 
immunhistochemischen Nachweisbarkeit, wie aus den hier durchgeführten 
Bindungsversuchen bekannt ist (vgl. Kapitel 3.4.1.1). Daher ist anzunehmen, daß das an 
der Plasmamembran gebundene LHBs wahrscheinlich nicht von „extern“ aus der 
Blutzirkulation stammt, sondern viel eher von intrazellulär. 
In einigen histologischen Präparaten von Lebern mit akuter HBV-Infektion läßt sich in 
den Hepatozyten eine sehr homogene Verteilung des HBsAgs über das gesamte 
Zytoplasma darstellen, jedoch ohne einen erkennbaren perinukleären Randsaum (Abb. 
4-3.1 D). Häufiger wird dieses Muster jedoch bei chronisch-persistierender HBV-
Infektion bzw. bei HBV-induzierter Leberzirrhose mit geringer Aktivität gefunden 
(RAY et al. 1976). Aber auch bei einigen in vitro infizierten Tupaiahepatozyten zeigten 
eine derartige Verteilung des HBsAgs (Abb. 4-3.1 B). Vermutlich spiegelt dieses 
homogene Verteilungsmuster einen späteren Zeitpunkt der akuten HBV-Infektion 
wider, in dem schon mehr HBsAg gebildet wurde und intrazellulär akkumuliert ist, als 
das Muster mit der HBsAg-Verteilung in Form einer perinukleären Korona. 
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Zusammenfassend läßt sich sagen, daß es eine weitgehende Übereinstimmung der 
Verteilungsmuster des HBsAgs bei der akuten Infektion des Menschen und bei der 
Infektion primärer Tupaiahepatozyten gibt. Lediglich eine vorwiegend periphere / 
Zytoplasmamembran-assoziierte Ansammlung von HBsAg wurde in den hier 
durchgeführten Infektionen von Tupaiahepatozyten nicht beobachtet. Dies bekräftigt die 
oben genannte Hypothese der Induktion dieses Verteilungsmusters durch die Aktivität 
des Immunsystems. 
Anzumerken sei noch, daß sich die Infektion der primären Tupaiahepatozyten nach 12 
Tagen in einem noch sehr frühen Stadium befindet. Dahingegen beträgt die 
Inkubationszeit der natürlichen HBV-Infektion des Menschen zwischen 45 und 180 
Tagen (GERLICH und SCHAEFER 2002), der exakte Zeitpunkt der Infektion ist häufig 
nicht sicher bekannt. Aus diesem Grunde befindet sich diese Infektion bei 
Diagnosestellung praktisch immer in einem fortgeschritteneren Stadium, als die hier 
dargestellten Infektionen primärer Tupaiahepatozyten. Damit spiegelt der 
immunhistochemische Befund, der bei der akuten HBV-Infektion des Menschen 
erhoben werden kann, meistens das Verteilungsmuster von HBsAg zu einem späteren 
Zeitpunkt der Infektion wider. Dahingegen scheint das in primären Tupaiahepatozyten 
beobachtete Verteilungsmuster mit der perinukleären Korona charakteristisch zu sein 
für die frühen Phasen der HBV-Infektion. 
 
Die unterschiedlichen HBsAg-Verteilungsmuster reflektieren also vermutlich 
unterschiedliche Stadien beziehungsweise Zustände der HBV-Infektion. Eine 
schematische Übersicht dieser Zusammenhänge gibt Abb. 4-3.2, wobei ausdrücklich 
erwähnt sei, daß diese Darstellung noch einen stark hypothetischen Charakter hat.  
Im übrigen sei an dieser Stelle noch darauf hingewiesen, daß die Diagnose einer akuten 
HBV-Infektion beim Menschen in der Regel vorwiegend serologisch gestellt wird. Eine 
Leberbiopsie zur Diagnosestellung oder -sicherung bei eindeutigen serologischen 
Befunden ist wegen der damit verbundenen Komplikationen und der Belastung für den 
Patienten eine Ausnahme, und sollte dies auch bleiben. Für die Beurteilung des 
Aktivitätsgrades einer chronischen Hepatitis B ist diese Untersuchung allerdings nach 
wie vor unverzichtbar. 
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  Abb. 4-3.1: Unterschiedliche Verteilungsmuster von HBsAg (rot) in Hepatozyten  
 bei akuter HBV-Infektion. 
 A, B: Primäre Tupaiahepatozyten, Tag 12 p.i.: In der überwiegenden Zahl infizierter  
 Zellen findet sich ein charakteristischer, intensiver perinukleärer Saum von HBsAg,  
 der den Zellkern wie eine Korona umschließt (A, Pfeil), bei sonst relativ homogener  
 Verteilung im übrigen Zytoplasma. In einigen Zellen verteilt sich das HBsAg so  
 homogen über das gesamte Zytoplasma, daß sich die perinukleäre Korona kaum noch  
 erkennen läßt (B). 
 C, D: Menschliche Leber, genauer Zeitpunkt der Infektion nicht sicher bekannt:  
 In einigen Zellen stellt sich HBsAg fast ausschließlich als schmaler, direkt an der  
 Plasmamembran gelegener Saum dar (C, kurze Pfeile). In den meisten Zellen ist das  
 HBsAg sehr homogen über das Zytoplasma verteilt (D, lange Pfeile).  
 Eine perinukleäre Korona höherer Signalintensität läßt sich in diesem Präparat nicht  
 erkennen.  
 Der immunzytochemische bzw. immunhistochemische Nachweis von HBsAg wurde  
 in beiden Präparaten mit äquivalenten Methoden unter Verwendung des gleichen  
 Antikörpers und der gleichen Reagentien geführt. Gegenfärbungen mit Hämalaun (blau),  
 Mikroskopvergrößerungen 400x. 
 Bilder C und D wurden freundlicherweise angefertigt und zur Verfügung gestellt von  
 Herrn Prof. Dr. R. M. BOHLE, Institut für Pathologie am Klinikum der JLU Gießen. 
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Abb. 4-3.2: Hypothetische Entwicklung charakteristischer Verteilungsmuster von  
 HBsAg (rot) in Hepatozyten im Verlauf einer HBV-Infektion. 
 Bei einer genügend starken Infektion akkumuliert das HBsAg zunächst verstärkt  
 perinukleär, so daß eine charakteristische „Korona“ entsteht. Im weiteren Verlauf  
 verteilt sich das HBsAg homogen über das gesamte Zytoplasma.  
 Bei einer chronischen Infektion kann es zu einer exzessiven Speicherung von LHBs  
 im endoplasmatischen Retikulum kommen, was den Zellen ein charakteristisches  
 Aussehen verleiht (sogenannte „Milchglashepatozyten“). 
 Einige infizierte Zellen weisen lediglich einen schmalen, plasmalemmalen Saum 
 von HBsAg bzw. LHBs auf, möglicherweise bedingt durch die Aktivität des  
 Immunsystems oder aber durch ein Sistieren der Virusreplikation.  
 Infizierte Zellen können jederzeit der Apoptose oder Nekrose anheimfallen; die  
 sterbenden Zellen werden auch als „Councilman-Körperchen“ bezeichnet.  
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Beziehung zwischen der Infizierbarkeit primärer Tupaiahepatozyten mit HBV und 
ihrer Lage im Zellverband. Bei den hier durchgeführten Infektionsexperimenten waren 
HBV-infizierte primäre Tupaiahepatozyten ausschließlich inmitten größerer 
Zellverbände zu finden, nie war eine Infektion in einer solitär liegenden Zelle 
nachzuweisen. Wie im zweiten Kapitel der Diskussion schon erläutert, sind die Zellen 
im Inneren eines Zellverbandes anders differenziert als Einzelzellen. Daher ist 
anzunehmen, daß die Suszeptibilität primärer Tupaiahepatozyten für eine HBV-
Infektion vom Differenzierungszustand dieser Zellen abhängig ist. Hierbei scheint die 
Fähigkeit der Zellen, Viruspartikel binden und aufnehmen zu können, nicht der 
entscheidende Faktor zu sein. Wie gezeigt wurde, können wesentlich mehr Zellen, 
darunter auch solitär liegende, HBsAg binden und aufnehmen, als infiziert werden 
können. Vielmehr scheint nach der Internalisation der Viruspartikel noch ein weiterer 
Schritt notwendig zu sein, um eine Infektion zu erreichen, wobei dieser Schritt von der 
Differenzierung der Zellen abhängig ist. Dies könnte beispielsweise ein Co-Rezeptor 
sein, der nur unter bestimmten Bedingungen exprimiert wird, aber für die Infektion 
essentiell ist. Damit gäbe es nicht nur einen HBV-Rezeptor, sondern einen 
Rezeptorkomplex, wie dies zum Beispiel auch für den Infektionsvorgang bei den 
Avihepadnaviren (z.B. DHBV) vermutet wird. In diesem Fall wird davon ausgegangen, 
daß neben Carboxypeptidase D noch weitere Co-Rezeptoren am Infektionsvorgang 
beteiligt sind (vgl. BREINER et al. 1998, TONG et al. 1999). Ein weiteres Beispiel für 
die Infektion über einen Multirezeptorkomplex ist das Humane Immundefizienz-Virus 
(HIV); dieses Virus benötigt neben dem CD4-Rezeptor, an den es primär bindet, weitere 
Chemokinrezeptoren, um T-Lymphozyten infizieren zu können (BLEUL et al. 1997). 
Ob diese Hypothese auch für die Orthohepadnaviren zutrifft, müssen weitere 
Untersuchungen klären.  
Interessant ist in diesem Zusammenhang weiterhin, daß auch in der menschlichen Leber 
die HBV-Infektion immunhistologisch häufiger in Hepatozyten nachgewiesen wird, die 
in Gruppen zusammenliegen, als in solchen Hepatozyten, die quasi als „Einzelzellen“ 
ausschließlich von nicht-hepatozytären Zellen der Leber (Fibroblasten, KUPFFER-
Zellen, Sternzellen, etc.) umgeben sind (DIENES et al. 1990).  
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b) Infektion kryopräservierter Zellen. Bis zur Anfertigung dieser Arbeit war nicht 
bekannt, ob sich primäre Tupaiahepatozyten auch dann noch mit HBV infizieren lassen, 
wenn sie kryopräserviert und wieder aufgetaut wurden. Alle bisherigen in vitro-
Infektionen wurden ausschließlich an frisch isolierten Zellen durchgeführt (vgl. u.a. 
WALTER et al. 1996, KÖCK et al. 2001). Da ein Einfrier-Auftau-Zyklus, zumindest 
vorübergehend, einen tiefreichenden Eingriff in den Zellstoffwechsel darstellt, könnte 
es möglich sein, daß primäre Tupaiahepatozyten nach einer solchen Prozedur eine 
HBV-Infektion nicht mehr unterstützen. Hier konnte allerdings gezeigt werden, daß 
kryopräservierte Zellen sehr wohl mit HBV infizierbar sind. Dabei war in keinerlei 
Hinsicht ein Unterschied zur Infektion frisch isolierter Zellen erkennbar, weder in der 
Infektionseffizienz, noch in dem Verteilungsmuster des HBsAgs.  
Es ist davon auszugehen, daß der Infektionsvorgang bei kryopräservierten und frisch 
isolierten Zellen gleich abläuft.  
In Analogie zu diesen Ergebnissen konnten DANDRI et al. (2001) zeigen, daß primäre 
woodchuck-Hepatozyten nach Kryopräservation für die Infektion mit dem Woodchuck 
Hepatitis-Virus (WHV) suszeptibel bleiben. WHV ist ein animales Orthohepadnavirus, 
welches mit dem humanen HBV eng verwandt ist; aus diesem Grund wird die WHV-
Infektion auch als Tiermodell für die HBV-Infektion des Menschen eingesetzt (vgl. 
TENNANT u. GERIN 2001).  
Weiterhin wurde hier gezeigt, daß die kryopräservierten Zellen bereits einen Tag nach 
dem Auftauen mit HBV infizierbar sind, und diese Fähigkeit mindestens bis zum 
vierten Tag erhalten bleibt. Welches der optimale Zeitpunkt für die Infektion ist, müssen 
weitere Untersuchungen klären; in den hier durchgeführten Experimenten konnte kein 
wesentlicher Unterschied hinsichtlich der Infektionseffizienz erkannt werden.  
 
4.3.2 Infektion durch HepG2.2.15-Zellkulturüberstand  
Die Zellinie HepG2 ist eine schon lange bestehende und gut charakterisierte humane 
Hepatomzellinie, deren Zellen relativ hoch differenziert sind. Sie produzieren unter 
anderem 17 der Haupt-Plasmaproteine des Menschen, darunter zum Beispiel Albumin, 
Transferrin, Haptoglobin, α-Fetoprotein, α1-Antitrypsin, einige Komplement- und 
Gerinnungsfaktoren und vieles mehr. HBsAg produzieren sie natürlicherweise nicht 
(ADEN et al. 1979, KNOWLES et al. 1980). HepG2-Zellen sind nicht suszeptibel für 
eine HBV-Infektion, unterstützen allerdings die Virusreplikation, wenn die Virus-DNA 
künstlich in die Zellen eingebracht wird. Durch stabile Transfektion dieser Zellen mit 
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einem Plasmid, das mehrere vollständige HBV-Genome enthält, ist vor etwa 20 Jahren 
die Zellinie HepG2.2.15 hervorgegangen. HepG2.2.15-Zellen produzieren und 
sezernieren sowohl vollständige Virionen, als auch die verschiedenen Formen subviraler 
Partikel. Die Viren entsprechen dem Genotyp D (vgl. SELLS et al. 1987). Eine 
genauere Charakterisierung dieser Sekretionsprodukte durch POSSEHL (1994) ergab, 
daß HepG2.2.15-Zellen verschieden reife Virionen sezernieren. Nur eine Subfraktion 
enthält das vollständige HBV-Genom, viele Viruspartikel enthalten nur ein 
unvollständiges Genom, oder sogar gar keine DNA.  Die Umhüllung der Kapside ist 
häufig lückenhaft und unvollständig; jedoch entspricht die Struktur der verschiedenen 
Hüllproteine im Wesentlichen derjenigen in vivo entstandener Viren. Die Hüllen der 
Viren aus HepG2.2.15-Zellen enthalten relativ viel LHBs (GERLICH u. HEERMANN 
1991), Struktur und Glykosylierung des LHBs sind wohl praktisch identisch mit dem in 
vivo synthetisierten Protein (POSSEHL 1994). Die subviralen Partikel aus HepG2.2.15-
Zellen unterscheiden sich nicht wesentlich von denjenigen aus dem Serum HBV-
infizierter Menschen (POSSEHL 1994).  
Der Zellkulturüberstand von HepG2.2.15-Zellen wurde bisher noch nicht zur Infektion 
von Tupaias oder Tupaiahepatozyten benutzt; jedoch wurden damit schon Schimpansen 
in vivo mit HBV infiziert (ACS et al. 1987). Auch wurde die Infektion primärer 
humaner Hepatozyten und von HepaRG-Zellen durch Viren beschrieben, die unter 
Zuhilfenahme von PEG aus dem Zellkulturüberstand von HepG2.2.15-Zellen 
präzipitiert wurden (GRIPON et al. 2005), allerdings erst nach Abschluß der hier 
durchgeführten Experimente. Abgesehen von dem Umstand, daß viele der von 
HepG2.2.15-Zellen produzierten Viruspartikel nicht ganz intakt sind, und sich hierdurch 
von den „natürlichen“ Virionen unterscheiden, bietet die Verwendung dieser Zellen als 
Quelle für Hepatitis B-Viren einige Vorteile gegenüber dem Serum chronisch HBV-
Infizierter: Es ist relativ schwierig, geeignete HBV-infizierte Spender zu finden, und da 
diesen Personen zur Virusgewinnung immer relativ viel Blut abgenommen werden muß, 
ist diese Virusquelle gewissen Limitationen unterworfen. HepG2.2.15-Zellen hingegen 
können problemlos in größeren Mengen zur Virusproduktion angezüchtet werden, und 
stellen eine kontinuierlich verfügbare Virusquelle dar, auch wenn die Konzentration 
vollständiger Viren im Zellkulturüberstand nicht so hohe Werte erreicht wie die 
Viruskonzentration im Serum chronisch infizierter Menschen. Weitere Vorteile werden 
aus der Interpretation der Versuchsergebnisse ersichtlich: 
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In den hier durchgeführten Versuchen konnte gezeigt werden, daß primäre 
Tupaiahepatozyten durch Inkubation mit HepG2.2.15-Zellkulturüberstand eine HBV-
Infektion akquirieren. Dabei ist zu beachten, daß der Zellkulturüberstand ungereinigt 
war. Das heißt, daß sich darin neben infektiösen Viren auch subvirale Partikel, defekte 
und unvollständige Viren befanden, sowie auch die diversen Plasmaproteine, welche 
von HepG2-Zellen produziert werden (und damit höchstwahrscheinlich auch von 
HepG2.2.15-Zellen). Ein falsch-positiver Infektionsnachweis, bedingt durch eine  
Kreuzreaktion der eingesetzten Antikörper mit anderen Sekretionsprodukten aus dem 
HepG2.2.15-Überstand, die von den Tupaiahepatozyten hätten aufgenommen und 
gespeichtert werden können, konnte ausgeschlossen werden, da die Inkubation von 
Tupaiahepatozyten mit HepG2-Überstand zu keiner immunzytochemischen Anfärbung 
führte.  
Die Effizienz dieses Infektionsmodus war nicht geringer als die, die mit gereinigten 
Viren erreicht wurde, sondern sogar höher. Zwar wurden in beiden Infektionsmodi etwa 
gleich viele Zellen infiziert, bei gereinigten Viren waren dafür jedoch etwa 1.000 ge / 
Zelle notwendig, während sich im HepG2.2.15-Überstand so viele HBV-Genome 
befanden, daß dies etwa 150 ge / Zelle entsprochen hat. Dabei muß noch zusätzlich 
beachtet werden, daß nicht alle HBV-Genome in diesem Zellkulturüberstand infektiösen 
Viren zugeordnet werden können, sondern eine nicht unerhebliche Anzahl auch frei 
oder in defekten Viren vorliegt. Welche Faktoren für diese gesteigerte 
Infektionseffizienz verantwortlich sind, ist nicht klar. Möglich wäre, daß die Viren aus 
menschlichem Serum beim Reinigungsvorgang in irgendeiner Art und Weise 
modifiziert, und in ihrer Infektiosität beeinträchtigt werden. Der HepG2.2.15-Überstand 
wurde ungereinigt als Inokulat verwandt. Dies bedeutet nicht nur, daß dadurch eventuell 
schädigende Einflüsse auf die Virionen vermieden werden, sondern auch eine enorme 
Arbeits-, Zeit- und Kostenersparnis. Ein anderer Aspekt ist, daß eventuell bestimmte 
Faktoren, die von HepG2.2.15-Zellen produziert und in das Zellkulturmedium 
abgegeben werden, eine Infektion begünstigen können. Durch die fehlende Abtrennung 
der Viren von diesen Faktoren würden sie im Inokulat erhalten bleiben. Die 
Beeinflussung von Funktionen eines Zelltyps, in diesem Falle primäre 
Tupaiahepatozyten, durch lösliche Faktoren in einem Kulturmedium, in dem sich vorher 
ein anderer Zelltyp befunden hat (hier: humane Hepatoblastomzellen), wird 
widersprüchlich diskutiert. Während einige Arbeitsgruppen einen Einfluß auf 
Differenzierung und Zellfunktionen festgestellt haben, wird dies von anderen 
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Arbeitsgruppen verneint (vgl. BHATIA et al. 1999). Jedenfalls scheint es so zu sein, 
daß der oben erwähnte Faktor im menschlichen Serum, der eine HBV-Infektion 
primärer Tupaiahepatozyten inhibiert, von HepG2.2.15-Zellen entweder gar nicht 
hergestellt wird, oder aber in nur so geringen Mengen, daß dies nicht relevant ist. 
BRUNS et al. (1998) haben von der Infektion des Enten-Hepatitis B-Virus (DHBV) 
berichtet, daß die Infektionseffizienz in vitro bei Anwesenheit subviraler Partikel im 
Virusinokulat stärker ist, als wenn nur mit Viren infiziert wird. Falls im ungereinigten 
HepG2.2.15-Überstand mehr subvirale Partikel enthalten wären, als in den hochreinen 
Viruspräparationen, könnte in Analogie zur DHBV-Infektion allein hierdurch die 
Infektionseffizienz höher sein. Weniger wahrscheinlich ist hingegen die Möglichkeit, 
daß einige der defekten bzw. unvollständig umhüllten Viren aus HepG2.2.15-Zellen 
eine höhere Infektiosität besitzen als intakte Viren. Eher wahrscheinlich ist sogar, daß 
eine Veränderung der HBs-Proteine zu einer verminderten Infektiosität führen würden, 
wie aus vielen Mutationsexperimenten bekannt ist. Zur Erklärung der erhöhten 
Infektionseffizienz sind folglich noch weitere Untersuchungen notwendig.  
 
4.3.3 Infektion durch temporäre Co-Kultivierung mit HepG2.2.15-Zellen 
Die Co-Kultivierung von Hepatozyten mit anderen Zellen beeinflußt die 
Differenzierung und diverse Stoffwechselvorgänge der Hepatozyten auf diffizile, längst 
noch nicht vollständig überschaubare Art und Weise. Derartige Effekte werden dabei 
nicht nur durch Co-Kultivierung anderer Zellen der Leber (Sternzellen, KUPFFER-
Zellen, nicht-parenchymatische Leberzellen, ...) erzielt, sondern auch, wenn man Zellen 
aus anderen Organsystemen, oder sogar aus anderen Spezies verwendet. Die 
Beeinflussung der Hepatozyten findet auf mehreren Wegen statt, sowohl über homo- 
und heterotypische Zell-Zell-Kontakte (tight junctions und / oder gap junctions), als 
auch über andere membrangebundene Faktoren, und schließlich auch lösliche Faktoren, 
wie zum Beispiel Zytokine. Das Ausmaß der Bedeutung letzterer Faktoren wird 
allerdings sehr kontrovers diskutiert (BHATIA et al. 1999). In den hier durchgeführten 
Experimenten fand eine Co-Kultivierung nur in einer solchen Form statt, daß sich die 
verschiedenen Zelltypen (primäre Tupaiahepatozyten und HepG2.2.15- bzw. HepG2-
Zellen) nicht berühren konnten, und somit nur über humorale Mechanismen miteinander 
in Kontakt treten konnten. Weiterhin konnte eine mögliche Interaktion nur temporär, 
über wenige Stunden stattfinden, und nicht die gesamte Kultivierungsdauer lang. Durch 
diese Form der Co-Kultivierung von primären Tupaiahepatozyten mit den HBV-
 100
produzierenden HepG2.2.15-Zellen konnte eine Infektion der Tupaiahepatozyten mit 
HBV erreicht werden, wie der immunzytochemische Nachweis von HBsAg zehn Tage 
nach der Co-Kultivierung zeigte. Die Effizienz dieses Infektionsmodus war dabei 
wesentlich höher als bei Verwendung gereinigter Viren oder nur des 
Zellkulturüberstandes von HepG2.2.15-Zellen; nach der Co-Kultivierung konnte in bis 
zu vier Prozent der Tupaiahepatozyten eine HBV-Infektion nachgewiesen werden, 
während dies sonst immer nur bei maximal einem Prozent der Zellen gelang. Welche 
Faktoren für diese bemerkenswerte Steigerung der Infektionseffizienz verantwortlich 
sind, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter aufgeklärt werden; um dies zu 
klären, bedarf es noch weiterer Untersuchungen. Denkbar wäre jedoch, daß es in der 
Zeit der Co-Kultivierung zu einer Interaktion der beiden Zelltypen auf humoralem 
Wege kam, und daß dadurch die primären Tupaiahepatozyten derart beeinflußt wurden, 
daß sie in der Folge leichter suszeptibel für eine HBV-Infektion waren.  
Zusätzlich sei hier noch erwähnt, daß in diesem Infektionsmodus erstmals in zwei direkt 
nebeneinander liegenden Zellen eine HBV-Infektion nachgewiesen werden konnte. 
Dabei ist unklar, ob diese Zellen jeweils unabhängig voneinander infiziert wurden, oder 
ob es eventuell zu einer horizontalen Ausbreitung der Infektion von einer Zelle zur 
anderen gekommen ist. Ob es eine solche Ausbreitung gibt, und durch welche 
Strukturen sie im positiven Fall vermittelt wird, ist nicht bekannt, und müßte weiter 
untersucht werden. Weiterhin wäre es möglich, daß es sich ursprünglich um eine Zelle 
gehandelt hat, die sich nach der Infektion mitotisch geteilt hat.  
  
4.3.4 Inhibition der HBV-Infektion primärer Tupaiahepatozyten durch 
neutralisierende Antikörper 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß die Infektion primärer 
Tupaiahepatozyten mit HBV durch die Zugabe bestimmter Antikörper inhibiert werden 
kann. Einerseits kann dies durch polyklonale Anti-HBs-Antikörper erreicht werden. Die 
hier verwendeten Antikörper wurden durch aktive Immunisierung eines Schafes mittels 
subviraler Partikel gewonnen. Derart hergestellte Antikörper sind hauptsächlich gegen 
Epitope des SHBs gerichtet; besonders die a-Determinante des SHBs weist Epitope auf, 
die stark immunogen sind. Werden im Rahmen einer HBV-Infektion Anti-HBs-
Antikörper gebildet, so sind dies in jedem Fall Antikörper gegen die a-Determinante. 
Zusätzlich treten bei ca. 75% der Infizierten Antikörper gegen die d- bzw. y-
Determinante auf (BISWAS et al. 1976, HOOFNAGLE et al. 1977). Antikörper gegen 
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die w- bzw. r-Determinante werden nur selten, und dann in geringen Mengen 
beobachtet (HOOFNAGLE et al. 1977). Die Antikörperbildung nach aktiver 
Immunisierung gegen HBV verhält sich im Wesentlichen genauso. Nach den 
Untersuchungen von JILG et al. (1984) werden bei der aktiven Immunisierung des 
Menschen mit kompletten subviralen Partikeln durchschnittlich ca. 50% der Antikörper 
gegen die a-Determiante gebildet, und etwa ebensoviele gegen die d- bzw. y-
Determinante. Jedoch besteht hierbei eine starke interindividuelle Variabilität (12-98% 
Anti-a, 28-61% Anti-d bzw. 2-88% Anti-y). Hier ist jedoch noch anzumerken, daß bei 
diesen Untersuchung nicht zwischen Anti-a und Anti-PräS-Antikörpern differenziert 
werden konnte. Bei der Immunisierung des Menschen mit kompletten SVP bilden etwa 
2/3 der Geimpften Anti-PräS1-Antikörper, die in der Region der MA 18/07-Bindestelle 
(s.u.) binden (DEEPEN et al. 1990). Es ist zu vermuten, daß noch mehr Personen 
Antikörper gegen weitere Epitope der PräS1-Domäne bilden. Aus Untersuchungen von 
HEERMANN et al. (1987), in denen bestimmte Maus-Stämme und Meerschweinchen 
mit kompletten SVP immunisiert wurden, ist bekannt, daß die Antikörpertiter gegen die 
PräS-Domänen 12-25mal niedriger sind als der Gesamt-Anti-HBs-Titer. Dies entspricht 
dem molaren Verhältnis von PräS-Domänen gegenüber S-Domänen in den verwendeten 
Immunogenen (HBs-Filamente bzw. -Sphären), wobei die Filamente mehr PräS-
Domänen aufweisen als die Sphären. In diesen Versuchen entwickelten im Übrigen 
wohl alle Tiere Anti-PräS1-Antikörper.      
Da das oben genannte Schaf mit kompletten HBs-Filamenten unterschiedlicher HBsAg-
Subtypen immunisiert wurde, ist davon auszugehen, daß die gebildeten Antikörper nicht 
nur eine Reaktivität gegen die a-Determinante, sondern auch gegen die d- und y-
Determinante sowie die PräS2- und PräS1-Domäne zeigen.  
Die heutzutage in Deutschland üblichen HBV-Aktivimpfstoffe (z.B. Engerix-B) 
bestehen ausschließlich aus rekombinantem SHBs eines Subtyps (u.a. STEPHENNE 
1990). Mit ihnen ist eine Induktion von Antikörpern gegen die PräS-Domänen des 
HBsAgs nicht möglich.  
Das protektive Potential von Anti-SHBs-Antikörpern ist hinreichend belegt (u.a. 
WATERS et al. 1992, COATES et al. 2001). Allerdings vermitteln nur Antikörper 
gegen die a-Determinante, die allen HBV-Subtypen gemeinsam ist, als sogenannte 
„gruppenspezifische Antikörper“ eine Immunität gegenüber Infektionen mit allen 
möglichen HBV-Subtypen (Kreuzimmunität). Subtypenspezifische Antikörper gegen 
die d- bzw. y-Determinante können keine Kreuzimmunität verleihen. Allerdings sind 
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auch bestimmte Antikörper gegen die PräS1-Domäne virusneutralisierend und protektiv 
(NEURATH et al. 1989, GERLICH et al. 1990, HONG et al. 2004). Ein protektiver 
Effekt von Anti-PräS2-Antikörpern wird kontrovers diskutiert: Während einige Autoren 
solchen Antikörpern ein schützendes Potential zuschreiben (NEURATH et al. 1986a, 
RYU et al. 1997), konnte dies von unserer Arbeitsgruppe nicht bestätigt werden (vgl. 
GLEBE et al. 2003). Nach unseren Beobachtungen sind Anti-PräS2-Antikörper nur 
unvollständig virusneutralisierend, und können damit nicht ausreichend vor einer 
Infektion schützen. 
Nach SCHULZE-BERGKAMEN et al. (2003) können Antikörper gegen SHBs, welche 
in Form eines Passivimpfstoffes kommerziell erhältlich sind, die HBV-Infektion 
primärer humaner Hepatozyten in vitro verhindern. In den hier durchgeführten 
Experimenten wurde nun gezeigt, daß auch die HBV-Infektion primärer 
Tupaiahepatozyten durch Anti-HBs-Antikörper erfolgreich inhibiert werden kann. Dies 
kann sowohl durch polyklonale Antikörper mit überwiegender Reaktivität gegen SHBs-
Epitope erreicht werden, als auch durch den monoklonalen Antikörper MA 18/07, der 
an ein bekanntes Epitop der PräS1-Domäne bindet (Aminosäuren 20-23 beim Genotyp 
D (SOMINSKAYA et al. 1992)). Dieses Epitop liegt in dem Bereich der PräS1-
Domäne, von der zunächst angenommen wurde, daß sie direkt mit dem putativen HBV-
Rezeptor interagiert (PONTISSO et al. 1989b).  
Weitergehende Untersuchungen zeigten allerdings, daß bei Tupaiahepatozyten die MA 
18/07-Bindestelle wohl doch nicht direkt mit dem bzw. einem HBV-Rezeptor in 
Wechselwirkung tritt, sondern vielmehr die Bereiche der Aminosäuren 9-18 und 29-48, 
während die Aminosäuren 1-8 und 19-28 weitgehend entbehrlich sind (GLEBE et al. 
2005). Damit bindet MA 18/07 zwar nicht in einem Bereich, der für die Bindung des 
Virus essentiell ist, kann diese Bindung aber dennoch wirkungsvoll inhibieren. 
Insgesamt geben diese Ergebnisse Anlaß zu der Annahme, daß sowohl die PräS1-, als 
auch die S-Domäne des HBsAgs bei der HBV-Infektion primärer Tupaiahepatozyten 
eine entscheidende Rolle spielen, so wie dies auch bei der HBV-Infektion des 
Menschen der Fall ist. 
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen haben weiterhin ergeben, daß vor allem der 
hochkonservierten Region Aminosäuren 9-13 innerhalb der PräS1-Domäne eine 
besondere Bedeutung zukommt. Einerseits kann eine Infektion durch Peptide mit 
Punktmutationen in diesem Bereich nicht inhibiert werden, andererseits sind Viren mit 
Punktmutationen in dieser Region nicht infektiös (ENGELKE et al. 2006). 
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Auch die Rolle der S-Domäne bei der primären Bindung des Virus muß kritisch 
hinterfragt werden. Während unumstritten ist, daß einige Antikörper gegen diese 
Domäne virusneutralisierend und protektiv sind, zeigen jedoch subvirale Partikel, die 
ausschließlich aus SHBs bestehen, keinerlei Bindungsverhalten gegenüber lebenden 
primären Tupaiahepatozyten (GLEBE et al. 2005) oder isolierten Plasmamembranen 
humaner Hepatozyten (PONTISSO et al. 1989a). JAOUDÉ und SUREAU (2005) 
konnten zeigen, daß rekombinante Hepatitis Delta-Viren, deren Virushülle nur aus 
SHBs besteht, für primäre humane Hepatozyten und HepaRG-Zellen nicht infektiös 
sind. Bei Viren mit vollständiger Hülle (aus SHBs, MHBs und LHBs) führten allerdings 
bestimmte Mutationen in der a-Determinante der S-Domäne zu einer deutlichen 
Reduktion der Infektiosität. Die Autoren schreiben deswegen dem Bereich der 
Aminosäuren 119-128 eine Funktion bei der Virusinvasion zu, beispielsweise indem 
diese Determinante mit einem sekundären Rezeptor interagiert und die Virusaufnahme 
in die Zelle vermittelt, nachdem das Virus über die PräS1-Domäne und einen primären 
Rezeptor an die Wirtszelle gebunden hat. 
Die genaue Rolle der S-Domäne bei der Virusinvasion ist damit weiterhin unklar, fest 
scheint nur zu stehen, daß sie für die primäre Virus-Zell-Interaktion entbehrlich ist. 
 
4.4. Bindung und Aufnahme von HBsAg 
Zahlreiche Studien zu den Infektionsmechanismen von Hepadnaviren deuten darauf hin, 
daß die Internalisation der Viren durch rezeptorvermittelte Endozytose geschieht. Viele 
Erkenntnisse wurden dabei durch die Untersuchung der frühen Phasen des 
Infektionsvorganges bei Avihepadnaviren gewonnen, wobei das Hepatitis B-Virus der 
Ente (DHBV) am ausführlichsten studiert wurde. Carboxypeptidase D (gp 180) konnte 
als ein DHBV-Rezeptor identifiziert werden, der mit der PräS-Domäne des großen 
DHBV-Oberflächenantigens (LDHBs-Antigen) interagiert (u.a. URBAN et al. 1998, 
BREINER et al. 1998). Nach der Bindung an den Rezeptor werden DHBV-Partikel 
endozytotisch aufgenommen, anschließend fusioniert wahrscheinlich die Virushülle mit 
der Zellmembran (KÖCK et al. 1996). Allerdings wird zur Zeit angenommen, daß gp 
180 nur das primäre DHBV-Bindeprotein ist, während es noch weiterer Co-Rezeptoren 
bedarf, um eine Infektion zu etablieren (vgl. BREINER et al. 1998, TONG et al. 1999).  
Auch bei den Orthohepadnaviren ist es offenbar so, daß es zu einer Interaktion zwischen 
der PräS1-Domäne des LHBs und einem zellulären Rezeptor kommt (vgl. u.a 
PONTISSO et al. 1989a, b, LE SEYEC et al. 1999, BARRERA et al. 2005, GLEBE et 
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al. 2005). Die Identifizierung des korrespondierenden Rezeptors ist jedoch nach wie vor 
noch nicht gelungen. Die Interaktion der HBV-Oberflächenproteine mit Hepatozyten 
wurde auch in dieser Arbeit untersucht. Dazu wurden vor allem primäre 
Tupaiahepatozyten mit verschiedenen subviralen Partikeln (SVP) inkubiert, und das 
Bindungs- und Aufnahmeverhalten dieser Partikel beobachtet, unter Zuhilfenahme 
immunzytochemischer Methoden. Subvirale Partikel bestehen aus SHBs-, MHBs- und 
LHBs-Proteinen, und entsprechen damit in ihrer Grundstruktur der Virushülle, 
insbesondere enthalten sie mit dem LHBs auch die PräS1-Domäne. Durch die 
Verwendung von SVP aus humanem Serum unterscheiden sich die Bindungsversuche 
in dieser Arbeit ganz wesentlich von denen anderer Arbeitsgruppen, in denen 
rekombinantes SHBs-Antigen aus Hefe verwendet wurde (DE BRUIN et al. 1995), anti-
idiotypische Antikörper (MABIT et al. 1996), oder Kunststoff-Kügelchen, die mit 
HBsAg konjugiert wurden (PARAN et al. 2003). TREICHEL et al. (1997) hingegen 
benutzten vollständige Viruspartikel aus humanem Serum.    
 
4.4.1 Bindung und Aufnahme von HBsAg durch primäre Tupaiahepatozyten 
Der Umstand, daß primäre Tupaiahepatozyten ein Bindungsverhalten für HBsAg zeigen 
müssen, war im Prinzip naheliegend. Schließlich konnte hier und auch von KÖCK et al. 
(2001) gezeigt werden, daß sie sich mit gereinigtem Hepatitis B-Virus infizieren lassen, 
was die Möglichkeit ausschließt, daß HBV nur über die Bindung an ein humanes 
Serumprotein in die Zellen gelangen kann. Also muß das Virus über seine 
Oberflächenproteine an die Zielzelle in einer solchen Art binden können, daß es auch zu 
einer Infektion dieser Zelle kommen kann. Eine bildliche Darstellung dieses Vorgangs 
existierte bislang jedoch noch nicht, zumindest nicht im Falle primärer 
Tupaiahepatozyten. Die Bindung und Aufnahme von rekombinantem SHBs-Antigen 
wurde jedoch schon in primären humanen Hepatozyten dargestellt (DE BRUIN et al. 
1995). In dieser Arbeit wurde nun erstmals die Bindung und Aufnahme 
unterschiedlicher, vollständiger subviraler Partikel aus humanem Spenderserum durch 
primäre Tupaiahepatozyten direkt dargestellt. 
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4.4.1.1 Bindung und Aufnahme von nativem HBsAg 
Wie in Kapitel 3.4.1.1 beschrieben, konnte hier gezeigt werden, daß etwa 70% der 
Tupaiahepatozyten in den Zellkulturen die Fähigkeit zur Bindung von HBsAg haben. 
Dieser hohe Anteil war zunächst überraschend, da sich in den Infektionsexperimenten 
nur ein wesentlich geringerer Anteil von Zellen (bis maximal ca. 4%) mit HBV 
infizieren ließ. Auch stellte sich in den Bindungsversuchen dar, daß auch solitär 
liegende Hepatozyten subvirale Partikel binden und aufnehmen können, während eine 
Infektion gerade dieser Zellen jedoch nie dargestellt werden konnte. Generell ließ sich 
kein morphologischer oder topographischer Unterschied erkennen zwischen solchen 
Zellen, die HBsAg binden konnten, und solchen, die kein solches Bindungsverhalten 
zeigten. Von welchen äußeren Bedingungen die Bindungsfähigkeit der primären 
Tupaiahepatozyten für HBsAg abhängt, konnte in dieser Arbeit nicht aufgeklärt werden. 
Allerdings kann man aus diesen Bindungsversuchen den Schluß ziehen, daß bei weitem 
nicht alle Zellen, die in der Lage sind, HBsAg zu binden und aufzunehmen, auch mit 
HBV infizierbar sind. Diese Überlegung wird noch durch die Beobachtung untermauert, 
daß auch solche Zellen ein Bindungsverhalten für HBsAg zeigen, die generell nicht 
suszeptibel für eine HBV-Infektion sind (siehe Kap. 4.4.2). Diese Ergebnisse sind am 
ehesten mit einer Multi-Rezeptor-Hypothese der HBV-Infektion vereinbar: Während 
viele Zellen, auch niedriger differenzierte, einen Rezeptor aufweisen, an den Hepatitis 
B-Viren binden können, fehlt einem Großteil dieser Zellen ein weiterer Rezeptor, durch 
den erst eine Fusion der Virushülle mit der Zellmembran, und nachfolgend eine 
Infektion ermöglicht wird. Dieser Rezeptor wird offenbar nur von höher differenzierten 
Zellen exprimiert, wie zum Beispiel von primären Tupaiahepatozyten, die in einem 
größeren Zellverband liegen. Welche Rezeptoren für die Virusbindung einerseits, und 
Vermittlung der Membranfusion andererseits in Frage kommen, verbleibt an dieser 
Stelle noch unklar. Von zahlreichen anderen Autoren wurde bereits verschiedensten 
Rezeptoren und anderen Proteinen die Fähigkeit zur Bindung von HBsAg 
zugesprochen, im einzelnen sind dies: Der Albuminrezeptor, der Transferrinrezeptor 
(CD 71), der IgA-Rezeptor, der LDL-Rezeptor, der Asialoglykoproteinrezeptor 
(ASGPR), der Interleukin-6-Rezeptor, Endonexin-2, Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPD), sowie zwei noch unbekannte Proteine mit 31 bzw. 50 kD 
Molekulargewicht (vgl. TREICHEL et al. 1997, DE MEYER et al. 1997). Weiterhin ist 
noch unklar, ob diejenigen Proteine, an die HBsAg bindet, bei Mensch und Tupaia die 
gleichen, bzw. einander äquivalente sind. In dieser Arbeit konnte lediglich gezeigt 
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werden, daß der Transferrinrezeptor des Tupaias entweder in vitro nicht exprimiert 
wird, oder aber sich soweit vom seinem humanen Äquivalent unterscheidet, daß weder 
humanes Transferrin, noch ein Antikörper gegen den humanen Transferrinrezeptor 
daran bindet (vgl. Kap.4.2.2 b). Ob der tupaine Transferrinrezeptor als HBV-
Bindeprotein in Frage kommt, muß daher zumindest kritisch hinterfragt werden.  
Zur weiteren Untersuchung der Rolle des ASGPRs bei der Bindung und Aufnahme von 
HBsAg siehe Kap. 4.4.1.5. 
Alternativ käme in Betracht, daß es zwar in vielen Zellen zur Invasion des Virus 
kommt, aber ein darauf folgender Schritt des Infektionsablaufs gestört ist, zum Beispiel 
die Fusion von Virus- und Zellmembran und Freisetzung des Cores, der Transport des 
Cores zum Zellkern, oder die Freisetzung des Virusgenoms aus dem Core. Da auch 
diese frühen Schritte der HBV-Infektion noch längst nicht vollständig erforscht sind, 
sind noch weitere Untersuchungen notwendig, um diese Frage zu klären.  
 
4.4.1.2 Differenzierung zwischen Bindung und Aufnahme von HBsAg  
Wie in Kapitel 3.4.1.2 beschrieben, ist es gelungen, selektiv denjenigen Anteil des 
HBsAgs darzustellen, der von den primären Tupaiahepatozyten nur oberflächlich 
gebunden wurde. Dabei zeigte sich gegenüber den sonstigen Bindungs- und 
Aufnahmeversuchen ein wesentlicher Unterschied in der Verteilung des HBsAgs über 
die unterschiedlichen Regionen der Zellen. Da sich gebundenes HBsAg ausschließlich 
in der Zellperipherie darstellt, ist davon auszugehen, daß solches HBsAg, welches sich 
in zentraleren Regionen des Zellkörpers darstellt, sich innerhalb der Zelle befindet, also 
aufgenommen wurde (Abb. 4-4.1). Es konnte hier allerdings nicht geklärt werden, in 
welchen Kompartimenten sich das intrazellulär zur Darstellung kommende HBsAg 
befindet, ob in Endosomen, Endolysosomen, im Zytosol oder anderswo. Auffallend war 
lediglich die Anhäufung in bestimmten Zellregionen. Gebundenes HBsAg stellte sich 
oft besonders deutlich an peripheren Zellfortsätzen dar, was vermuten läßt, daß dort die 
Dichte der HBV-Bindeproteine besonders hoch ist (Abb. 4-4.1 A). Aufgenommenes 
HBsAg stellte sich in einigen Zellen als großes Konglomerat in Nähe des Zellkerns dar, 
in anderen Zellen hingegen mehr oder weniger homogen im gesamten Zytoplasma 
(Abb. 4-4.1 B+C). Der Grund für diese unterschiedlichen Verteilungsmuster ist unklar; 
eventuell entsprechen sie unterschiedlichen Mechanismen der Aufnahme über 
unterschiedliche Rezeptoren, aus denen die Ansammlung des HBsAgs in verschiedenen 
Zellkompartimenten resultiert. Oder aber sie spiegeln unterschiedliche Phasen im 
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zeitlichen Verlauf des Aufnahmevorgangs wider, der von der Zellperipherie zum 
Zentrum hin verläuft. In diesen Prozeß könnten auch mehrere verschiedene 
Kompartimente involviert sein. Weiterführende Untersuchungen sind hier sicherlich 
noch notwendig, zum Beispiel mittels konfokaler Laser-scanning Mikroskopie, 
Transmissions-Elektronenmikroskopie oder der selektiven Blockierung verschiedener 
Wege der Endozytose. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4-4.1: Schematische Darstellung der beobachteten Verteilungen von HBsAg (rot)  
 an bzw. in primären Tupaiahepatozyten bei immunzytochemischer Darstellung. 
 A: Eine ausschließlich periphere Verteilung findet sich bei der selektiven Darstellung des  
 oberflächlich gebundenen HBsAgs (4°C-Bindung bzw. Nicht-Permeabilisierung). 
 B, C: Bei der „konventionellen“ Darstellung des gesamten Zell-assoziierten HBsAgs  
 (Inkubation bei 37°C, Permeabilisierung) stellt sich häufig eine Verteilung dar, die sich über  
 den gesamten Zellkörper erstreckt, und mehr oder weniger zentrale Zonen verstärkter  
 Ansammlung aufweist. Auffallend ist die häufig erhöhte HBsAg-Dichte an peripheren  
 Zellfortsätzen (A, B).  
4.4.1.3 Verbleib des aufgenommenen HBsAgs 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht nur gezeigt werden, daß in primären 
Tupaiahepatozyten HBsAg nachgewiesen werden kann, wenn sie mit subviralen 
Partikeln inkubiert wurden, sondern auch, daß die Nachweisbarkeit des HBsAgs nur in 
einem begrenzten Zeitraum nach Inkubationsende möglich ist. Bereits nach zwei 
Stunden ist aufgenommenes HBsAg nicht mehr intrazellulär nachweisbar, was mehrere 
mögliche Ursachen haben kann. So könnte das HBsAg, in einer Art Transzytose, wieder 
ausgeschleust werden, ohne daß es intrazellulär prozessiert wurde. Oder aber es könnte, 
zum Beispiel innerhalb eines Endolysosoms, enzymatisch vollständig degradiert, 
respektive soweit modifiziert werden, daß es in der Immunzytochemie vom 
Primärantikörper nicht mehr erkannt wird. Jedenfalls scheint das HBsAg nicht 
unverändert in den Zellen gespeichert zu werden. 
 108
Bezüglich des Verbleibs von aufgenommenem HBsAg existieren nur wenige Studien. 
PEPE et al. (1979) haben die Aufnahme von HBsAg durch Makrophagen genauer 
untersucht, und dabei festgestellt, daß in diesen Zellen HBsAg erst ca. 3 Stunden nach 
Beginn der Inkubation mit HBsAg-haltigem Medium nachweisbar wird, und die 
Nachweisbarkeit innerhalb von 24 - 48 h langsam nachläßt. Sie führen dies vor allem 
darauf zurück, daß das HBsAg in den Makrophagen degradiert wird. Natürlich sind 
Makrophagen schon allein wegen ihrer Funktion als „Freßzellen“ nicht mit Hepatozyten 
vergleichbar; dennoch läßt sich schon allein durch die stark unterschiedlichen 
Zeitverläufe der Nachweisbarkeit des HBsAgs vermuten, daß sich die Aufnahme und 
intrazelluläre Prozessierung von HBsAg in diesen beiden Zelltypen grundlegend 
unterscheidet.     
Was genau mit aufgenommenem HBsAg in Hepatozyten geschieht, verbleibt noch zu 
eruieren. Jedenfalls kann hier, im Hinblick auf die oben beschriebenen 
Infektionsversuche, Folgendes gesagt werden: Bei dem HBsAg, welches in diesen 
Versuchen intrazellulär nachgewiesen wurde, kann es sich nicht um Hüllproteine aus 
dem Virus-Inokulat handeln, die von den Zellen aufgenommen und gespeichert wurden. 
Das während der Inkubation mit dem Virus-Inokulat aufgenommene HBsAg wäre zum 
Zeitpunkt der Fixierung der Zellen (6 - 12 Tage später) nämlich gar nicht mehr 
nachweisbar gewesen. Also muß es sich um neu gebildetes HBsAg handeln, was in 
diesem Fall eine erfolgreiche Infektion der primären Tupaiahepatozyten mit HBV 
beweist. 
 
4.4.1.4 Inhibition der Bindung von HBsAg an primäre Tupaiahepatozyten 
Unter der Annahme, daß die Bindung und Aufnahme von HBsAg durch primäre 
Tupaiahepatozyten rezeptorvermittelt abläuft, müßte dieser Prozeß durch die spezifische 
Blockierung der Ligand-Rezeptor-Interaktion inhibierbar sein. 
 
a) Inhibition durch Antikörper. Wie in Kapitel 4.3.4 beschrieben, konnte zunächst 
gezeigt werden, daß die Infektion primärer Tupaiahepatozyten mit HBV durch  
polyklonale Antikörper inhibiert werden kann, die vor allem gegen das SHBs-Protein 
gerichtet sind, aber auch gegen MHBs und LHBs. Polyklonale Antikörper gegen SHBs 
spielen auch eine fundamentale Rolle in der humanmedizinischen Impfpraxis, da viele 
der heutzutage gebräuchlichen HBV-Impfstoffe nur SHBs-Proteine enthalten. Hier 
konnte nun zusätzlich nachgewiesen werden, daß die schützende Wirkung dieser 
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Antikörper darauf beruht, daß sie die Bindung der Viren an die Hepatozyten verhindern. 
Die möglichen Gründe hierfür sind vielfältig: Zum einen könnte es zur Bildung von 
Antigen-Antikörper-Komplexen kommen, die von den Zellen nicht gebunden werden 
können. Zum anderen könnte es sein, daß der Antikörper genau in der Region des 
HBsAgs bindet, die mit dem Rezeptor interagiert. Daß vor allem das LHBs eine 
Schlüsselrolle bei der Bindung an die Zielzelle spielt, wird nicht nur von vielen anderen 
Autoren angenommen, sondern konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden. Eine 
Beteiligung des SHBs an diesem Vorgang kann aber nicht völlig ausgeschlossen 
werden. Alternativ könnte der Antikörper auch außerhalb der Rezeptor-Bindungsstelle 
binden, und es allein durch seine störende räumliche Struktur unmöglich werden lassen, 
daß das HBsAg mit seinem zellulären Rezeptor in Kontakt gerät. Dies ist hier die 
wahrscheinlichste Möglichkeit, da QIAO et al. (1994) bereits an HepG2-Zellen zeigen 
konnten, daß die Bindung von HBsAg an diese Zellen nur durch den vollständigen 
Anti-HBs-Antikörper inhibiert werden kann, nicht aber durch dessen Fab-Fragmente 
allein. Allerdings konnten sie auch zeigen, daß die Fab-Fragmente des monoklonalen 
Anti-PräS1-Antikörpers MA 18/07 die Bindung des HBsAgs verhindern können. 
Wie bereits in Kapitel 4.3.4 dargelegt, liegt die MA 18/07-Bindestelle zwar offenbar 
nicht genau in derjenigen PräS1-Region, welche die Bindung des Virus an die Zelle 
vermittelt, jedoch dicht daran angrenzend. Daher wäre es denkbar, daß durch die 
Bindung von Fab-Fragmenten an dieses Epitop die direkt benachbarte PräS1-Region an 
der Interaktion mit dem zellulären Rezeptor gehindert wird.    
In dieser Arbeit konnten Versuche zur Inhibition der HBsAg-Bindung durch MA 18/07 
nicht durchgeführt werden, da sich zeigte, daß MA 18/07 an native Tupaiahepatozyten 
bindet, und nachfolgend in der Immunzytochemie zu einer falsch-positiven Färbung 
führt.    
Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine Experimente durchgeführt, die darauf abgezielt 
hätten, einen putativen HBV-Rezeptor auf den Tupaiahepatozyten durch einen 
Antikörper zu blockieren. Die Verwendung von Antikörpern gegen den humanen 
ASGPR oder Transferrinrezeptor, zwei der putativen Rezeptoren, erübrigte sich schon 
allein deswegen, weil diese Antikörper nicht an Tupaiahepatozyten banden (siehe Kap. 
4.2.2). TREICHEL et al. (1994) berichteten, daß sie die Bindung von HBV an HepG2- 
und HuH7-Zellen mit einem Antikörper gegen den ASGPR inhibieren konnten; um 
diese Experimente an primären Tupaiahepatozyten nachvollziehen zu können, müßte 
zunächst ein Antikörper gegen den tupainen ASGPR zur Verfügung stehen.  
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b) Inhibition durch myristoylierte PräS1-Peptide: In den hier durchgeführten 
Versuchen konnte gezeigt werden, daß die Bindung von HBsAg an primäre 
Tupaiahepatozyten durch ein myristoyliertes PräS1-Peptid (HuPreS2-48myr) drastisch 
reduziert werden kann, während das PräS-Peptid des DHBV (DuPreS2-41myr) dazu 
nicht in der Lage ist. Dies läßt darauf schließen, daß HuPreS2-48myr spezifisch an 
denjenigen Rezeptor bindet, an den auch die subviralen Partikel respektive das Hepatitis 
B-Virus binden würden, und damit die Bindung des HBsAgs kompetetiv inhibiert. Da 
das synthetische Peptid dem aminoterminalen Teil der PräS1-Domäne des LHBs-
Proteins entspricht, muß sich dort eine bedeutende Bindungsstelle für den putativen 
HBV-Rezeptor befinden. Die Inhibition der Bindung durch HuPreS2-48myr war offenbar 
nicht vollständig möglich, was aber auch nicht zu erwarten war, da es sich hier um 
einen kompetetiven Inhibitionsmechanismus handelt. Während eine Bindung von HBs-
Sphären gar nicht mehr immunzytochemisch nachgewiesen werden konnte, zeigte sich 
jedoch immer noch eine schwache Bindung von Filamenten (siehe Abb. 3-4.7). Dies ist 
damit zu erklären, daß Filamente einen höheren Anteil an LHBs haben als Sphären, und 
deshalb durch das PräS1-Peptid schlechter zu inhibieren sind. Wahrscheinlich verhält es 
sich auch bei den Sphären so, daß ein kleiner Anteil von ihnen an die 
Tupaiahepatozyten binden kann, dies aber nicht ausreicht, um immunzytochemisch 
dargestellt werden zu können.  
Hierzu äquivalente Ergebnisse haben URBAN und GRIPON (2002) erhalten, die 
gezeigt haben, daß sich die DHBV-Infektion primärer Entenhepatozyten durch ein 
myristoyliertes PräS-Peptid des DHBV kompetetiv inhibierten läßt. Auch dort ließ sich 
keine vollständige Inhibition der Infektion erreichen, aber immerhin eine Reduktion um 
mehr als 90%. Wie bereits erwähnt, ist bekannt, daß DHBV über die PräS-Domäne an 
einen seiner Rezeptoren bindet. 
Ob auch die HBV-Infektion primärer Tupaiahepatozyten durch HuPreS2-48myr 
signifikant inhibiert werden kann, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht 
werden. In weitergehenden Experimenten der Arbeitsgruppe konnte allerdings gezeigt 
werden, daß dies durchaus der Fall ist (GLEBE et al. 2005). 
Weiterhin konnten GRIPON et al. (2005) zeigen, daß auch die Infektion von primären 
humanen Hepatozyten und HepaRG-Zellen durch myristoylierte PräS1-Peptide 
spezifisch inhibiert werden kann.  
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4.4.1.5 Bindung / Aufnahme von desialylierten subviralen Partikeln durch primäre 
Tupaiahepatozyten 
Zwischen der Bindung und Aufnahme nativer oder desialylierter subviraler Partikel 
durch primäre Tupaiahepatozyten ließ sich kein wesentlicher Unterschied feststellen. 
Dies bedeutet, daß hierfür das exakte und unveränderte Glykosylierungsmuster des 
HBsAgs nicht zwingend notwendig ist. Prinzipiell besteht die Möglichkeit, daß 
desialylierte Proteine über den ASGPR aufgenommen werden. Eine quantitativ 
bedeutsame Aufnahme desialylierter subviraler Partikel über den ASGPR konnte hier 
jedoch praktisch ausgeschlossen werden, da sie sich nicht durch einen großen 
Überschuß an anderen ASGPR-Liganden inhibieren ließ. Dies gibt Grund zu der 
Annahme, daß der ASGPR bei der HBV-Infektion primärer Tupaiahepatozyten keine 
wesentliche Rolle spielt, und damit wahrscheinlich auch nicht bei der HBV-Infektion 
des Menschen. Dieser Befund steht scheinbar in Widerspruch zu den Berichten von 
TREICHEL et al. (1994 u. 1997) und OWADA et al. (2006), die auf Grund ihrer 
Beobachtungen den ASGPR als Rezeptor für HBV deklariert hatten. Deren Ergebnisse 
stützten sich jedoch unter anderem auf die Untersuchung der Bindung von HBsAg an 
HepG2- und HuH7-Zellen, die sie durch den ASGPR-Liganden Asialofetuin inhibieren 
konnten. OWADA et al. (2006) berichten zwar von einer Infektion von HepG2-Zellen 
mit desialylierten Hepatitis B-Virionen, welche sich durch Asialofetuin dosisabhängig 
inhibieren ließ; allerdings kann in dieser Arbeit eine wirkliche Infektion der HepG2-
Zellen nicht überzeugend aufgezeigt werden. Einerseits fehlen Nachweise für neu 
synthetisiertes HBsAg und HBeAg oder virale mRNA. Andererseits nimmt die 
Konzentration der 24 h nach Infektion nachgewiesenen cccDNA im weiteren Verlauf 
immer mehr ab, und ist bereits sechs Tage später nicht mehr detektierbar, was gegen 
eine Infektion spricht.  
An dieser Stelle muß man nun auf der einen Seite bedenken, daß HepG2- (und HuH7-) 
Zellen zwar HBsAg binden und aufnehmen können, sie aber nach vorherrschender 
Meinung nicht suszeptibel für eine HBV-Infektion sind, im Gegensatz zu primären 
Tupaiahepatozyten. Das bedeutet eventuell, daß HepG2-Zellen zwar durchaus über den 
ASGPR HBsAg bzw. HBV-Partikel internalisieren können, daß dieser Weg der 
Aufnahme jedoch nicht zu einer Infektion führt. Möglicherweise stellt hier der ASGPR 
eine Art „Alternativ-Rezeptor“ dar, der nur in Abwesenheit des originären HBV-
Rezeptors in ausreichender Menge HBsAg binden kann, weil er eine relativ schwächere 
Affinität zum HBsAg hat. Bei primären Tupaiahepatozyten könnte es hingegen 
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eventuell so sein, daß sie zwar über den ASGPR HBsAg aufnehmen könnten, es aber 
nicht in einem relevanten Maß tun, weil die Affinität des HBsAgs zum „eigentlichen“ 
HBV-Rezeptor wesentlich höher ist als zum ASGPR. Auf der anderen Seite könnte es 
natürlich auch so sein, daß die HBV-Infektion primärer Tupaiahepatozyten über einen 
anderen Rezeptor vermittelt wird, als diejenige des Menschen. So könnte es sein, daß 
beim Menschen eventuell der ASGPR wirklich der primäre HBV-Rezeptor ist, und in 
HepG2-Zellen ein anderer Schritt des Infektionsvorganges, jenseits der Virus-Invasion, 
gestört ist.  
Um diese Fragen mit Sicherheit beantworten zu können, müssen sowohl beim 
Menschen, als auch beim Tupaia die frühen Phasen der HBV-Infektion noch weiter 
studiert, und vor allem die beteiligten Rezeptoren identifiziert werden.  
 
4.4.1.6 Bindung / Aufnahme trypsinierter und V8-verdauter subviraler Partikel 
Durch die Behandlung der subviralen Partikel mit den Proteasen Trypsin bzw. V8 
wurde von ihrer Oberfläche die gesamte PräS1-Domäne, sowie große Teile der PräS2-
Domäne entfernt. Wie jedoch in den vorhergehenden Versuchen gezeigt wurde, wird 
die Bindung von HBsAg an primäre Tupaiahepatozyten im Wesentlichen durch die 
PräS1-Domäne vermittelt. So hätte man erwarten können, daß die Protease-behandelten 
SVP nicht mehr von den Tupaiahepatozyten gebunden und aufgenommen werden 
können. Dies war jedoch nicht der Fall; beide Arten der modifizierten SVP wurden mit 
vergleichbarer Intensität aufgenommen wie native SVP. Dieses Phänomen läßt sich 
folgendermaßen erklären: Es wird angenommen, daß sich im Bereich zwischen der S- 
und der PräS2-Domäne des HBsAgs eine „Fusionssequenz“ befindet, die durch die 
Einwirkung von Trypsin oder V8 freigelegt wird. Die freigelegte Fusionssequenz kann 
wahrscheinlich eine Fusion der Virushülle, in diesem Falle der subviralen Partikel, mit 
der Zellmembran der Zielzelle bewirken (vgl. GERLICH u. HEERMANN 1991, LU et 
al. 1996, BERTING et al. 2000). Die Bindung und konsekutive Aufnahme des 
modifizierten HBsAgs würde so völlig unabhängig von der PräS1-Domäne und dem 
putativen zellulären Rezeptor erfolgen.  
Einen Hinweis auf einen verändert ablaufenden Aufnahmemechanismus der Protease-
behandelten SVP gegenüber nativen SVP ergibt sich aus der näheren Betrachtung des 
intrazellulären Verteilungsmusters des HBsAgs nach der Aufnahme. Im Gegensatz zu 
nativen SVP stellten sich die modifizierten auffallend häufig als großes Konglomerat 
dar, das den Zellkern direkt umschloß, und waren nur sehr selten an der 
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Plasmamembran oder diffus im gesamten Zytoplasma lokalisiert. Bei den nativen SVP 
überwogen die beiden letztgenannten Verteilungstypen deutlich gegenüber einer stark 
ausgeprägten perinukleären Akkumulation (vgl. Abb. 3-4.13).  
In dieser Arbeit konnte zudem dargestellt werden, daß die Bindung und Aufnahme der 
trypsinierten SVP auch dann erfolgt, wenn sie desialyliert wurden. Auch dieser Vorgang 
erscheint unabhängig zu sein vom ASGPR, da er durch einen ASGPR-Liganden nicht 
kompetetiv inhibiert werden konnte. 
Ob die hier artifiziell freigelegte Fusionssequenz auch bei dem natürlich ablaufenden 
Infektionsvorgang eine Rolle spielt, ist noch völlig unklar. 
 
4.4.2. Bindung und Aufnahme von HBsAg durch HepG2-Zellen 
Die Tatsache, daß HepG2-Zellen HBsAg aufnehmen können, war an sich schon seit 
längerem bekannt (u.a. TREICHEL et al. 1997, QIAO et al. 1994). Im Gegensatz zu 
anderen Arbeiten wurde hier jedoch die Fähigkeit von HepG2-Zellen, HBsAg 
aufzunehmen, im integeren Zellverband direkt auf dem Objektträger 
immunzytochemisch dargestellt. Dies erlaubt den direkten Vergleich mit den übrigen 
hier durchgeführten Bindungsversuchen, insbesondere was die intrazelluläre 
Lokalisation des aufgenommenen HBsAgs betrifft. In den Bindungsversuchen mit 
HepG2-Zellen fiel auf, daß sich in diesen Zellen das aufgenommene HBsAg fast immer 
als großes, rundliches Konglomerat darstellte, welches dem Zellkern anlag (siehe Abb. 
3-4.14). Praktisch nie konnte eine Bindung des HBsAgs in der Zellperipherie dargestellt 
werden, oder eine diffuse Verteilung über das gesamte Zytoplasma, wie dies bei 
primären Tupaiahepatozyten überwiegend der Fall war. Dies könnte darauf hindeuten, 
daß die Aufnahme von HBsAg in HepG2-Zellen anders verläuft als in primären 
Tupaiahepatozyten, und daß es nach der Aufnahme in jeweils unterschiedliche 
Kompartimente der Zellen transportiert wird.  
Unter Berücksichtigung vor allem der in Kapitel 4.4.1.5 genannten Punkte kann man 
zusammenfassend sagen, daß einige Punkte darauf hindeuten, daß sich der 
Mechanismus der Bindung und Aufnahme von HBsAg in HepG2-Zellen und primären 
Tupaiahepatozyten unterscheidet. Welche Art und Weise der Aufnahme am ehesten mit 
den Vorgängen vereinbar ist, die bei der spontanen HBV-Infektion des Menschen 
ablaufen, verbleibt zu eruieren.      
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5.   Z u s a m m e n f a s s u n g 
 
Infektionen mit dem Hepatitis B-Virus spielen in der Humanmedizin weltweit eine 
bedeutende Rolle. Obwohl schon seit den 1960er Jahren bekannt, waren Studien zum 
Infektionsvorgang von HBV lange Zeit nur sehr eingeschränkt möglich, da es an einem 
praktikablen Infektionssystem mangelte. Diesbezüglich stellte die Entdeckung der 
Suszeptibilität von Tupaiahepatozyten für HBV in vivo und in vitro einen enormen 
Fortschritt dar.  
In der hier vorliegenden Arbeit wurden die frühen Phasen der HBV-Infektion in einem 
in vitro-System mit primären Tupaiahepatozyten untersucht. Der biologische Funktions- 
bzw. Differenzierungszustand der Zellen in diesem System konnte an Hand von 
Oberflächenrezeptoren und Zytoskelettfilamenten genauer charakterisiert werden.  Es 
wurde klar, daß diesbezüglich innerhalb einer Zellkultur eine gewisse Heterogenität 
besteht, die im Zusammenhang mit einer unterschiedlichen Infizierbarkeit der Zellen 
mit HBV stehen könnte. 
Es konnte gezeigt werden, daß bestimmte Populationen primärer Tupaiahepatozyten als 
Zeichen einer HBV-Infektion de novo HBsAg synthetisieren, und daß das intrazelluläre 
Verteilungsmuster des HBsAgs weitgehend mit dem übereinstimmt, welches bei der 
akuten HBV-Infektion des Menschen beobachtet werden kann. 
Weiterhin wurde dargestellt, daß HBsAg in Form von subviralen Partikeln spezifisch an 
Tupaiahepatozyten bindet, und von diesen aufgenommen wird. Diese Vorgänge konnten 
durch Anti-HBs-Antikörper und PräS1-Peptide inhibiert werden. Damit wurde gezeigt, 
daß die PräS1-Domäne bei der Bindung von HBsAg an Hepatozyten eine wesentliche 
Rolle spielt. Zwar konnten subvirale Partikel auch noch nach weitgehender Entfernung 
der PräS-Domänen aufgenommen werden, jedoch ergaben sich Hinweise dafür, daß 
diesem Aufnahmevorgang ein anderer Mechanismus zu Grunde liegt. 
Viele Aspekte der frühen Phasen der HBV-Infektion bleiben nach wie vor unklar, und 
bedürfen weiterer Untersuchungen. Insbesondere konnte der HBV-Rezeptor oder           
HBV-Rezeptorkomplex noch nicht zweifelsfrei identifiziert werden.  
Durch diese Arbeit konnte die Eignung primärer Tupaiahepatozyten für derartige 
Untersuchungen bestätigt, und einige Aspekte dieses Modellsystems für die HBV-
Infektion genauer charakterisiert werden.  
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5.   S u m m a r y 
 
Infections with hepatitis B virus (HBV) play an important role in human medicine 
worldwide. Althought it has already been discovered in the 1960s, studies regarding the 
infection process of HBV have been strongly limited by the lack of a practicable 
infection system. Concerning this, the discovery that primary hepatocytes from the tree 
shrew Tupaia belangeri are susceptible to HBV infection in vivo and in vitro 
represented an enormous improvement.    
In this work, the early steps of HBV infection were analysed in an in vitro system using 
primary tupaia hepatocyte cultures. The biological state of function and differentiation 
of the cells in this infection system could be characterised more precisely by the 
investigation of surface receptors and cytoskeletal filaments. It became clear that in this 
regard there is a certain heterogeneity within the cell culture, that is connected with a 
different susceptibility of cells to HBV. 
It could be shown that after inoculation with HBV, certain populations of primary tupaia 
hepatocytes synthesise hepatitis B virus surface antigen (HBsAg) de novo as a sign of 
HBV infection, and that the intracelluar distribution pattern of HBsAg is quite similar to 
that one that can be observed during acute HBV infection in human liver. 
Furthermore, it could be shown that HBsAg in form of subviral particles specifically 
attaches to primary tupaia hepatocytes, and that it is also taken up by those cells. These 
processes could be inhibited by anti-HBs antibodies as well as by preS1 peptides.  
These results demonstrate that the preS1 domain plays an important role in the 
attachment of HBsAg to primary tupaia hepatocytes. Althought subviral particles could 
still be taken up after enzymatic removal of major parts of the preS domains, there were 
indications for a different mechanism underlying this particular uptake process. 
In this work, the suitability of primary tupaia hepatocytes for the investigation of the 
HBV infection process could be confirmed, and some aspects of this model of HBV 
infection could be characterised more precisely. 
However, many aspects of the early phases of  HBV infection still remain unclear, and 
need further investigation. 
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7.   A b k ü r z u n g s v e r z e i c h n i s 
 
Die allgemein geläufigen Maßeinheiten Gramm (g), Meter (m), Liter (l) und Mol (mol), 
sowie die daraus abgeleiteten Einheiten wurden wie üblich abgekürzt, chemische 
Elemente und Aminosäuren gemäß internationaler Nomenklatur. 
 
´´ 
Abb. 
AIDS 
al. 
Anti-HBc 
Anti-HBs 
APAAP 
ASGPR 
ATP 
Ax 
Zoll 
Abbildung 
akquiriertes Immundefizienz-Syndrom 
altera 
Antikörper gegen Hepatitis B-Virus core Antigen 
Antikörper gegen Hepatitis B-Virus surface Antigen 
Alkalische Phosphatase - Anti-Alkalische Phosphatase 
Asialoglykoproteinrezeptor 
Adenosintriphosphat 
AlexaFluor 
bidest. 
BSA 
bidestillata 
bovines Serum-Albumin 
ca. 
CD 
cccDNA 
CK 
circa 
cluster of differentiation 
covalently closed circular DNA 
Zytokeratin 
d 
Da 
DAB 
DABCO 
DHBV 
DMEM 
DMSO 
DNA 
DuPreS2-41myr
Tag  
Dalton 
Diaminobenzidin 
1,4-Diazabicyclo(2.2.2.)octan 
Duck Hepatitis B-Virus 
Dulbeccos Modified Eagle Medium 
Dimethylsulfoxid 
Desoxyribonukleinsäure 
myristoyliertes Duck Hepatitis B-Virus PreS2-41-Protein 
EGTA 
ELISA 
Ethylenglykoltetraessigsäure 
Enzyme-linked immunosorbent assay 
FITC Fluoreszein-Isothiocyanat 
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FKS fetales Kälberserum 
g 
G 
ge 
gp 
Erdbeschleunigung 
Gauge 
Genomäquivalente (genome equivalents) 
Glykoprotein 
h 
HBcAg 
HBeAg 
Stunde(n) 
Hepatitis B-Virus core Antigen 
Hepatitis B-Virus e Antigen 
HBsAg 
HBV 
HEPES 
HuPreS2-48myr
Hepatitis B-Virus surface Antigen 
Hepatitis B-Virus 
Hydroxyethylpiperazinethansulfonsäure 
myristoyliertes Hepatitis B-Virus PreS2-48-Protein 
JLU Justus-Liebig-Universität 
kD Kilodalton 
LDHBs 
LHBs 
Large Duck Hepatitis B-Virus surface Antigen 
Large Hepatitis B-Virus surface Antigen 
MHBs 
min 
MOI 
mmHg 
mRNA 
MW 
Middle Hepatitis B-Virus surface Antigen 
Minute(n) 
multiplicity of infection 
Millimeter Quecksilbersäule 
messenger-RNA 
Molekulargewicht 
p 
PBS 
PCR 
PEG 
PFA 
p.i. 
PRH 
PTH 
Protein 
phosphate buffered saline 
Polymerase-Kettenreaktion 
Polyethylenglykol 
Paraformaldehyd 
post infectionem 
primäre Rattenhepatozyten 
primäre Tupaiahepatozyten 
rcDNA 
RNA 
rT 
RT-PCR 
relaxed circular DNA 
Ribonukleinsäure 
reverse Transkriptase 
reverse transcription Polymerase-Kettenreaktion 
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s. 
SHBs 
SDS-PAGE 
SVP 
UW-Lösung 
V. 
vgl. 
v/v 
WHV 
w/v 
ZK-Schale 
siehe 
small Hepatitis B-Virus surface Antigen 
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
subvirale Partikel 
University of Wisconsin-Lösung 
Vena 
vergleiche 
Volumen-Volumen-Verhältnis 
Woodchuck Hepatitis Virus 
Gewicht-Volumen-Verhältnis 
Zellkulturschale 
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